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1. Einleitung 
 
1.1 Das Krankheitsbild der Sepsis: Überblick, „alte“ und 
„neue“ Definitionen  
 
Von der Antike bis zum Mittelalter dachte man, dass Infektionskrankheiten gottgegeben seien und 
dass gewisse Miasmen für ihre Ausbreitung verantwortlich seien. Die Erfindung des Mikroskops 
durch Hans und Zacharias Jannsen, (seine Weiterentwicklung durch van Leeuwenhoek) und die Be-
gründung der Mikrobiologie durch die Erforschung von Mikroorganismen stellten Meilensteine in der 
Entwicklung der Infektiologie dar. Der zusätzlich am Anfang des 19. Jahrhunderts aufflammende 
Darwinismus stellt einen weiteren Paradigmenwechsel dar, weil die Koexistenz von Bakterien und 
Erregern in Folge dessen als Wettkampf angesehen wird, bei dem sich die Spezies mit dem am besten 
auf die Umwelt abgestimmten Erbgut durchsetzt. Es kennzeichnet auch deswegen einen Bruch mit 
früheren Denkmustern, weil nun auch analysiert wird, wie unterschiedliche Organismen untereinan-
der um die Hegemonialstellung in einem Milieu kämpfen. Im Laufe der Evolution haben sich Mikro-
organismen daher immer mehr an ihre Wirte und ihre Konkurrenten adaptiert und sich so phyloge-
netisch immer weiter voneinander entfernt. 
Von den aktuell knapp 10000 beschriebenen Bakterienspezies sind weniger als 5% 
humanpathogen113, das heißt, dass sie das Potenzial haben, Krankheiten im Menschen auszulösen.  
Gegebenenfalls sind diese Keime in der Lage aus einem primären Herd über das Blut zu streuen und 
so zu einer systemischen Bedrohung für den Organismus zu werden. Die Gesamtheit der komplexen  
Interaktionen zwischen den Keimen, ihren Bestandteilen und dem menschlichen Organismus, ist das, 
was im Volksmund unter einer Blutvergiftung oder Sepsis verstanden wird. Obwohl die Sepsis nicht 
die Fallzahlen der häufigsten Todesursachen in Industrienationen wie kardiovaskuläre oder onkologi-
sche Erkrankungen erreicht, handelt es sich um eine bereits in der Antike beschrieben Erkrankung, 
die heute noch sehr gefürchtet ist. Besonders in Drittweltländern entstehen durch die hohe Inzidenz 
von Infektionserkrankungen bei jungen Menschen soziale Tragödien und große volkswirtschaftliche 
Schäden.  
Damit ein Keim weiterhin in der Lage ist eine solche Sepsis auszulösen, ist eine immerwährende An-
passung an seinen Wirt notwendig, was die relativ niedrige Anzahl an humanpathogenen Keimen 
innerhalb der Gattung der Bakterien erklärt. Während der menschliche Organismus versucht, ein 
immer effizienteres und dennoch breit gestelltes Immunsystem zu bilden, versuchen Bakterien ge-
zielt die Verteidigungsmechanismen auszuhebeln. Ursache für diesen Selektionsprozess sind zufällige 
Mutationen in beiden Organismen. Um diesen Wettkampf in den richtigen Kontext setzen zu können 
und damit die Sepsis und ihre bekannten Mechanismen näher erklären zu können, sind folgende 
Definitionen notwendig. 
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1.1.1. Asepsis und Antisepsis  
 
Asepsis beschreibt die völlige Abwesenheit von Keimen. Sie ist die Grundlage für Maßnahmen am 
Patienten. Zur Asepsis führende Maßnahmen beinhalten unter Anderem verschiedene Formen 
der(Dampf-)Sterilisation. Die Hände- oder Flächendesinfektion hingegen ist eine Maßnahme, die 
nicht zu einer vollständigen Beseitigung, sondern nur zu einer starken Reduktion der Keime (>99%) 
führt. Sie ist daher unter dem Begriff Antisepsis einzuordnen.  
Des Weiteren beschreibt der Ausdruck aseptische Entzündung einen inflammatorischen Vorgang, an 
dem keine Keime beteiligt sind. Beispiele hierfür sind die aseptischen Knochennekrosen.  
 
1.1.2. Inflammation 
 
Eine Inflammationsreaktion beruht auf einer lokalen oder systemischen Aktivierung des Immunsys-
tems mit dem Ziel, einen Fremdkörper oder eine vom Körper als fremd angesehene Substanz zu eli-
minieren. Zu diesem Zweck bedient sich der Körper mehrerer Mechanismen. Die bekanntesten und 
seit knapp zwei Jahrtausenden von Celsus und Galen beschriebenen fünf „Kardinalsymptome“ der 
Entzündung: Tumor, Dolor, Rubor, Calor und functio laesa (Schwellung, Schmerz, Rötung, Überwär-
mung und Funktionseinschränkung) sind dabei das sichtbare Korrelat einer Entzündung. Einer Ent-
zündung können mannigfaltige Ursachen zugrunde liegen. Neben Keimen und anderen Erregern 
können auch physikalische Phänomene wie Hitze, Kälte, stumpfe oder spitze Traumata, aber auch 
pharmakologische Substanzen und Gifte zu Entzündungsreaktionen führen. Zusätzlich sind unphysio-
logisch anfallende Stoffwechselprodukte wie zum Beispiel Gallen- oder Nierensteine ebenfalls eine 
mögliche Ursache für etwaige sogenannte aseptische Entzündungen.  
 All die oben genannten Ursachen führen entweder zu einem direkten Zelluntergang, einer direkten 
immunologischen Antwort oder über Gifte/Toxine zu anfallenden Stoffwechselprodukten, die in eine 
stereotypische Antwort des Organismus münden, welche Entzündung genannt wird. Dessen Intensi-
tät passt der Körper meist an die Schwere der Ursache an. 
  
1.1.3. Antiinflammation, Apoptose und Nekrose  
 
Neben der Möglichkeit eine Entzündungskaskade in Gang zu setzen, besitzt der Körper auch die Mög-
lichkeit, sie zu unterdrücken. Diese Funktion ist unerlässlich für das tierische Leben, da ihr Wegfall zu 
Autoimmunreaktionen führen und u.a. die Symbiose mit Bakterien unmöglich machen würde. Die 
Wichtigkeit dieses Zusammenhangs ist auch im Rahmen von Abbaureaktionen enorm wichtig. Der 
Organismus besitzt die Fähigkeit seneszente oder entartete Zellen, zum Beispiel im Rahmen von Erb-
gutmutationen selektiv zu eliminieren.  
Wichtig ist dabei, dass diese Zellen meist ihren eigenen Zelltod, die sogenannte Apoptose selbst ein-
leiten. Das Immunsystem räumt diese Zellen anschließend weg, ohne eine Kaskade von Entzün-
dungsmediatoren zu aktivieren. Der Erfolg dieses Mechanismus beruht auf der Kooperation zwischen 
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der zu eliminierenden Zelle und dem Immunsystem. Fehlregulationen dieses Systems (immortalisier-
te Zellen oder Immundefekte) sind nach der aktuellen wissenschaftlichen Meinung die Hauptursache 
für onkologische Prozesse.  
Neben dem geregelten Zelltod kann der Körper sich auch einer Entzündungsreaktion bedienen, um 
dysfunktionelle Zellen zu vernichten. Dieser Mechanismus heiβt Nekrose. Eine Nekrose ist meist bei 
Zelluntergängen externer Ursache involviert (Trauma, oder bakteriell induzierter Zelluntergang), 
spielt aber auch nach Herzinfarkten oder Apoplexen eine groβe Rolle. Charakteristisch für eine Nek-
rose ist die nicht begrenzte Immunreaktion, die zum Beispiel im Rahmen eines Herzinfarktes das pri-
mär betroffene Areal vergröβern kann. 
Es fällt daher auch eine Reihe von Antigenen und potentiellen Zellgiften an, die auch ein sogenanntes 
SIRS hervorrufen können. 
 
1.1.4. SIRS 
 
Das Akronym SIRS und steht für „Systemic Inflammatory Response Syndrome“. Die Consensus Kon-
ferenz des American College of Chest Physicians (ACCP) mit der Society of Critical Care Medicine 
(SCCM) um Levy et al. 2, 3 befanden in diesem Jahr, dass man bei einem Patienten (älter als 16 Jahre) 
ein SIRS diagnostizieren kann, wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien erfüllt sind:  
- Eine nennenswerte Veränderung der Temperatur, das heiβt eine Hypothermie (T<36°C) oder eine 
Hyperthermie (T>38,3°C) 
- Eine Veränderung der Herzfrequenz, das heiβt eine Tachykardie mit über 90 Schlägen pro Minute 
bei Erwachsenen (Normwert 60-80/min) oder eine Erhöhung der Herzfrequenz um mindestens zwei 
Standardabweichungen, des altersspezifischen Mittelwertes. 
- Eine Veränderung der Atmung: Dabei kann als Kriterium die Beeinträchtigung der äuβeren Atmung, 
das heiβt eine Hyperventilation mit einer Atemfrequenz über 20/Minute (Normwert 12-18) oder die 
kompensatorische Abatmung von Kohlenstoffdioxid zum Ausgleich einer Stoffwechselstörung mit 
niedrigen PCO2 von unter 32 mmHg (Normwert 35-40 mmHg) herangezogen werden 
- Eine Veränderung der Leukozytenzahl als Zeichen einer Inflammationsreaktion: Es kann dabei so-
wohl zu einer Leukozytopenie von unter 4x109 Leukozyten/L als Zeichen eines Verbrauchs oder zu 
einer Leukozytose, eine Erhöhung der Leukozytenzahl auf über 12x109/L als Zeichen einer vermehr-
ten Produktion bei Inflammation kommen. Ebenfalls möglich ist eine Linksverschiebung mit mindes-
tens 10% unreifer Granulozyten im Blut als Zeichen eines vermehrten Verbrauchs. 
Wichtig bei hämatologischen Veränderungen im Rahmen eines SIRS ist, dass einige von ihnen Zei-
chen der Dysfunktion des Organismus sind (z.B. Hyperviskosität des Blutes durch Veränderung der 
Zusammensetzung, des Flussverhaltens und des Endothels) andere wie die Anämie, die Steigerung 
von Haptoglobin und von Ferritin auch als Zeichen der Anpassung an die Entzündungsreaktion ange-
sehen werden können.4 
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Das SIRS ist ein eigenständiges Krankheitsbild, das nicht zwingend durch einen Keimbefall ausgelöst 
wird. Vielmehr ist es eine stereotypische Antwort des Körpers auf eine Schädigung (z.B. Traumata). 
Die Koinzidenz eines SIRS mit einer nachweisbaren Infektion definiert eine Sepsis. 
 
1.1.5. Kontamination und Infektion 
 
Bevor es zur Infektion kommt, muss ein Keimherd entstehen. Dieser kann von außen auf den Wirts-
organismus verschleppt werden (zum Beispiel Kontamination von Patienten), bereits Teil der physio-
logischen Flora des Organismus sein, wie es bei Darmbakterien oder der Hautflora der Fall ist, durch 
Verschleppung der Keime auf Fremdmaterial oder ein vorerkranktes Organ (Zustand nach Herzklap-
penimplantat) oder durch Reaktivierung einer (manchmal still verlaufenen) Erstinfektion gebildet 
werden. Hier wären zum Beispiel die Tuberkulose oder diverse Viren der Herpesfamilie zu nennen, 
die sich unter anderem bei Stress oder Immunsuppression reaktivieren. Die Proliferation dieser Kei-
me an einer dafür nicht vorgesehenen Stelle, deren Persistenz und die Auslösung einer (Immun-) 
Reaktion des Wirtes auf diese Organismen wird Infektion genannt. Innerhalb der Gruppe der Mikro-
organismen sind meist Viren, Bakterien oder Pilze die häufigsten biologischen Ursachen einer Ent-
zündungsreaktion, da diese ubiquitär präsent sind. Aufgrund der niedrigen Sensitivität aktueller 
Screeningmaßnahmen wie Blutkulturen, (deren Sensitivität mit jeweils zwei aufwendig abgenomme-
nen aeroben und zwei anaeroben Proben an verschiedenen Punktionsorten je nach Quelle nur bei 
maximal 80% liegt)5, ist eine klare Zuordnung des Erregers manchmal nicht möglich. 
Man geht am ehesten davon aus, dass Bakterien die häufigsten Erreger sind.  Unter anderem macht 
aber der weitaus schwerere Nachweis einer viralen Infektion die Erhebung harter Zahlen zum Keim-
sprektrum schwierig.   
 
 
Abbildung 1: Keimspektrum in Blutkulturen 1993-1994 nach7 
 
In Blutkulturen stellen Bakterien laut einer älteren Untersuchung aus dem Jahre 1994 (siehe Abbil-
dung  7) mit bis zu 85% der Infektionen die häufigste Ursache einer positiven Probe da, während Pilze 
knapp 7% darstellen7. In Blutkulturen können allerdings keine Viren identifiziert werden.  
10 
 
Es wird allerdings davon ausgegangen, dass Pilze an bis zu 20% der Sepsisfälle beteiligt sind. Ferner 
können aber auch andere Parasiten (z.B. Plasmodien) zu schweren inflammatorischen Reaktionen 
führen. 
Ambulante Infektionen treten in der Regel außerhalb des Krankenhauses auf. Ihnen ist daher gemein, 
dass es oft schwer ist sie zu quantifizieren, wenn der Patient zuhause bleibt und selbst bei Einwei-
sung der primäre Fokus nicht immer gefunden werden kann. In diesem Sinne schätzten Gastmeier 
und Geffers6 die besser dokumentierten nosokomialen Infektionen in Deutschland für das Jahr 2006 
auf 400.000-600.000. Sie gliedert diese wie folgt:   
 
 
Tabelle 1: Ursprungsorgane nosokomialer Infektionen, modifiziert nach Gastmeier und Geffers. 6 
Nosokomiale Infektionen Geschätzte Anzahl Relative Häufigkeit (%) 
Harnwegsinfektionen 155 000 28,18 
postoperative Wundinfektio-
nen 
225 000 40,91 
Pneumonien 60 000 10,91 
Andere untere Atemweginfek-
tionen 
20 000 3,64 
Primäre Sepsis 20 000 3,64 
Andere vor allem Katheterin-
fektionen 
70 000 12,72 
Gesamt 550 000 100 
 
 
Abbildung 2:  Relativer Anteil ausgewählter nosokomialer Infektionen nach Gastmeier und Geffers. 6 
 
Das nationale Referenzzentrum für die Surveillance von nosokomialen Erkrankungen (NRZ) teilt die 
nosokomialen Erkrankungen 2011 wie folgt auf8:  
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Abbildung 3: Relativer Anteil ausgewählter nosokomialer Infektionen nach NRZ 
 
Tabelle 2: Relativer Anteil ausgewählter nosokomialer Infektionen 
Harnwegsinfektionen 23,2% 
Postoperative Wundinfektionen 24,3% 
untere Atemwegsinfektionen 21,7% 
Clostridium difficile Colitis 6,4% 
primäre Sepsis 5,7% 
Andere 18,7% 
 
Der Nachweis einer solchen Infektion beschreibt den Übergang eines SIRS in eine Sepsis. 
 
1.1.6. Definition und weitere Stadien der Sepsis nach Sepsis-2 
(Konferenz von 2002) 
 
Die Sepsis, ist eine in circa 30% der Fälle tödlich verlaufende Erkrankung, die durch eine Streuung von 
pathogenen Keimen (oder deren biologische Produkte) im Blut charakterisiert ist, welche eine syste-
mische Reaktion mit überschießender Immunantwort und signifikanten Blutdruckabfall mit sich führt 
und im Multiorganversagen des Patienten enden kann (meist Versagen der Nierenfunktion, Gehirn-
funktion oder Gerinnung). Jährlich werden in Deutschland mehr als 150 000 Fälle verzeichnet.  
Die Sepsis wird in vier verschiedene Stadien eingeteilt, die ineinander übergehen und nicht immer 
klar abgrenzbar sind: SIRS  Sepsis  schwere Sepsis septischer Schock  
Die Sepsis selbst ist als durch einen in die Blutbahn geratenen Keim hervorgerufene systemische In-
flammation definiert. Das Immunsystem löst daraufhin eine überschießende Immunreaktion aus, um 
die Infektion in Schach zu halten. Dies führt unter anderem zu einer vermehrten Teilung und Produk-
tion von Blutzellen, einer erhöhten Einwanderung von Leukozyten in die Blutbahn und einer zuneh-
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menden Permeabilität der Gefäße durch Schädigung des sensiblen Endothels in Blutgefäßen und 
Endorganen. Die von Leukozyten sezenierten pro-inflammatorischen Zytokine (zum Beispiel Interleu-
kine) verstärken die endotheltoxische Wirkung und damit die Undichtigkeit der Gefäße. Diese Per-
meabilitätserhöhung ist dabei ein zweischneidiges Schwert. Zum einem benötigen die Leukozyten 
Eintrittsstellen in die Blutbahn, andererseits führt eine länger anhaltende Permeabilitätserhöhung zu 
Ödemen, Schädigung des umliegenden Gewebes und letztlich zur relativen Hypovolämie. Der Körper 
kompensiert dies zunächst durch die sogenannte septische Hyperzirkulation, bei der stark erhöhte 
Herzschlagvolumina kurzfristig die periphere Oygenierung gewährleisten. Sinkt in dieser Zeitspanne 
die Permeabilität nicht wieder auf den Ausgangswert zurück, verstärkt die weiterhin bestehende 
Extravasation die Ödeme und entzieht dem Intravasalraum im Sinne eines Circulus vitiosus Flüssig-
keit. Anschließend erschöpft sich das Herz-Kreislaufsystem und kann bei einem niedrigen peripheren 
Widerstand und einer durch relativen Hypovolämie bedingten niedrigen Vorlast keine periphere 
Oxygenierung mehr gewährleisten. Persistiert dieser Zustand, so führt er meist über einen längeren 
Zeitraum zu einem nicht immer reversiblen Versagen von Organen. Ist dieser Sachverhalt erfüllt, 
spricht man von schwerer Sepsis. Im Rahmen der schweren Sepsis können multiple Organe versagen: 
Tabelle 3: Ursachen eines Multiorganversagens (MODS) 
Betroffenes Organsystem Mögliche Ursachen 
Hämatologie-Immunologie Immunschwäche/Immunsuprression/Hyperaktivierung Anämie, 
Thrombozytopenie z.B. bei Verbrauchskoagulopathie, OPSI bei 
Splenektomie 
Harnwege Akutes Nierenversagen durch Hypoperfusion und Hypofiltration 
Hepatobiliär Leberversagen, Cholezystitis 
Gastrointestinal gastrointestinaler Barriereverlust „Durchwanderungsperitonitis“, 
Fehlbesiedelung, Stressulkus und Kolitis 
Herzkreislauf Akute Herzkreislaufinsuffizienz durch: Herzinsuffizienz, Permeabili-
tät, vaskulärer Funktionsverlust, (bakterielle) Embolie 
Lunge ARDS, Lungenembolie 
Gehirn Schädigung durch Abbauprodukte 
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Abbildung 4: Diagnostische Kriterien des Multiorganversagens nach Werdan, K. 7 
Neben der Kreislaufinsuffizienz mit Gefäßdysfunktion können im Rahmen einer Sepsis auch durch 
Bakterien produzierte Toxine, vermehrt anfallende reaktive Sauerstoffradikale, Abbauprodukte un-
tergegangener Zellen oder die überschießende Immunantwort selbst- zumindest teilweise- ursächlich 
für das Multiorganversagen sein. Man spricht von sogenannten PAMPs (Pathogen associated 
molecular patterns) und DAMPs (Damage associated molecular patterns).9 PAMPs sind  meist hoch-
konservierte Antigene, die vom angeborenen Immunsystem erkannt werden und die dem Organis-
mus signalisieren, dass eine Infektion vorliegt. Beispielsweise sind Lipopolysaccharide (LPS), (siehe 
Kapitel 2.2) eine Oberflächenstruktur gram-negativer Bakterien ein PAMP, welches zur Immunreakti-
on der Sepsis beiträgt. Bei DAMPs handelt es sich in der Regel um Substanzen, die als Folge einer 
primären Schädigung (zum Beispiel nach einer bakteriellen Sepsis) anfallen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass hohe Konzentrationen freien Hämoglobins, wie sie bei einer Hämolyse anfallen, das Out-
come von Sepsispatienten negativ beeinflussen.10 Des Weiteren kann neben vielen anderen Ursa-
chen auch im Rahmen einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) mit Thrombusbildung ein 
Organinfarkt auftreten. Die Prävention des MODS erfordert daher eine Behandlung der kardialen, 
vaskulären sowie der hämatologischen Dysfunktion, die eine Sepsis hervorrufen kann.  
Daher ist das Bild der schweren Sepsis ein interdisziplinär schwer zu beherrschendes Krankheitsbild, 
das eine Kooperation vieler Fachrichtungen benötigt um therapiert zu werden. Parallel zum Organ-
versagen entwickelt sich meist trotz der multimodalen Maßnahmen eine Hypotonie. Bei längerem 
Bestehen spricht diese Hypotonie nicht mehr auf Katecholamine an. Werte unter 90 mmHg systolisch 
definieren daher das schwerste und letzte Stadium der Sepsis: den septischen Schock. Bei zuneh-
mender Dauer und Stadium der Erkrankung erhöht sich die Mortalität stark. Sie verdoppelt sich von 
30-40% im Schock auf bis zu 70-80%.7 
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Abbildung 5: Entwicklung eines MODS durch PAMPs und DAMPs nach Reinhart9   
 
1.1.7. Kritik an der Konsensuskonferenz 2002 und neue Richtlinien 
der Konsensuskonferenz 2016 (Sepsis-3)  
 
Obwohl die Sepsis ein schon lange bekanntes Krankheitsbild ist, dessen mögliche Manifestationen 
sehr ausführlich beschrieben sind, hat sich die klinische Einteilung der Stadien SIRS und Sepsis wie sie 
in der Konsensuskonferenz 2002 beschrieben sind als schwer praktikabel erwiesen. In ihr spielen die 
fünf Faktoren Temperatur, Herzfrequenz, Atemfrequenz, Leukozytenzahl und den Keimnachweis die 
wichtigste Rolle. Diese Parameter haben alle eine durchaus hohe Sensitivität bei der Sepsis, sind al-
lerdings zum einen nicht spezifisch genug und lassen völlig außer Acht, dass der Organschaden maß-
geblich mit der Prognose einhergeht. Außerdem ist weder der Organschaden, der zur Definition der 
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schweren Sepsis gehört besonders spezifisch, noch unterscheidet diese Richtlinie zwischen verschie-
denen Schweregraden der Organschädigung.  
In diesem Sinne fand im Jahre 2016 die dritte Konsensuskonferenz (Sepsis-3)11 statt, die das Ziel hat-
te, den Organschaden in den Fokus der Sepsisdiagnostik zu stellen. Die Experten dieser Konferenz 
empfehlen den sogenannten SOFA (Sequential Organ Failure Assesment) Score, der sich aus Parame-
tern zusammensetzt, die die Funktionseinschränkung verschiedener Organe quantifiziert.      
                          
 
Abbildung 6: Der SOFA Score nach Singer et al.11 
Dem Horowitz-Quotienten, der Gerinnung, dem Leberwert und Hämolyseparameter Bilirubin, dem 
Kreislaufstatus, dem GCS und dem Kreatininwert werden je nach Schwere der Erkrankung jeweils 
zwischen 0 und 4 Punkte vergeben. Die Summe ergibt den SOFA Score, der die Schwere der Erkran-
kung widerspiegelt11. 
Als Sepsis bedingte Organdysfunktion wird nach Sepsis-3 eine durch Infektion ausgelöste Steigerung 
des SOFA-Scores um mindestens 2 Punkte definiert. Mehr als 10% der Patienten mit einer Sepsis 
bedingten Organdysfunktion sterben noch im Krankenhaus. Die Stadien „SIRS“ und „Schwere Sepsis“ 
aus der Konferenz 2002 fallen weg. Kriterien für den septischen Schock sind dabei ein mittlerer arte-
rieller Blutdruck (MAP) von unter 65 mmHg unter Vasopressoreinsatz oder erhöhte Laktatspiegel 
(>2mmol.L-1). Eine derartige Konstellation steigert die Sterbewahrscheinlichkeit laut den Autoren um 
bis zu 40%.   
Die Einführung des sogenannten quick SOFA (qSOFA) soll zusätzlich beim einem Verdacht auf Sepsis 
(ähnlich wie der C(U)RB-65 bei Pneumonie) die Gefährdung des Patienten quantifizieren. Er setzt sich 
aus folgenden Parametern zusammen: 
1. Atemfrequenz ≥22/min 
2. Bewusstseinseinschränkung 
3. systolischer Blutdruck ≤100 mmHg 
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Die Einteilung nach dem SOFA Score ist aus mehreren Gründen problematisch. Zum einen ist der 
Score außerhalb von intensivmedizinischen Gesellschaften nicht sehr bekannt. Zudem wurde der Cut-
off für die verschiedenen Werte der Organdysfunktion durch eine Expertendiskussion (Konsensus) 
festgelegt und wird sicherlich im Rahmen der demnächst auftretenden Evidenzen wahrscheinlich 
verändert werden. Letztendlich ist der Blutdruck sowohl im SOFA Score als auch in der Definition des 
septischen Schocks zu finden, was zu Missverständnissen führen könnte. 
Im Rahmen der hier durchgeführten Experimente wurde die Sepsis-2 Definition als Basis verwendet, 
zum einen um eine Konkordanz mit vorherigen Experimenten sicherzustellen aber auch, weil dem 
Erscheinen der Sepsis-3 Richtlinien schon einige Versuche vorangegangen waren. Etwaige Verände-
rungen der Ergebnisse oder der Durchführung der Versuche, die bei einem Versuchsmodell, das auf 
die neuen Sepsis-3-Leitlinien fußt, möglicherweise hätten auftreten können, werden in der Diskussi-
on (siehe Kapitel 4) ausführlicher besprochen. 
 
 1.2. Mensch und Sepsis: Chronik der Krankheit, 
Erklärungsmuster und Prävention 
1.2.1.Chronologie der Sepsis 
 
Die Erstdokumentation einer Sepsis wird dem griechischen Arzt Hippokrates zugeschrieben, der zwar 
einen solchen Begriff nicht verwendete aber bereits damals schon die Gefahren einer Zentralisierung 
des Kreislaufs im Rahmen des septischen Schocks beschrieb.9, 12 Zu Beginn der zweiten Hälfte des    
19. Jahrhunderts postulierten die italienischen Ärzte Machiavelli und Fracastoro jeweils ihre Theo-
rien. Machiavelli meinte, die Sepsis sei zu Beginn leicht zu behandeln und schwer zu diagnostizieren, 
aber dass sich diese Tatsache mit der Zeit umkehre. Er kann damit als Begründer der sogenannten 
„early onset“ Therapie angesehen werden, die eine Verbesserung der Prognose durch früheres Ein-
greifen bei Verdacht auf Sepsis bewirken konnte.9,13 Fracastoro erstellte die Hypothese, dass Infekti-
on durch mikroskopische und aerogen übertragbare Keime und Sporen entstehe und wurde durch 
van Leeuwenhoek bestätigt, als dieser mit dem Mikroskop beobachtete Mundraumbakterien zeich-
nete.9,14 Des Weiteren waren zahlreiche Pioniere wie Max von Pettenkofer, Robert Koch und Louis 
Pasteur durch ihre Forschung am Aufbau der infektiologischen Lehre, wie wir sie heute kennen betei-
ligt, sodass Schrottmüller (1914) die erste allgemeine Definition der Sepsis formulierte: „Eine Sepsis 
liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Körpers ein Herd gebildet hat, von dem kontinuierlich oder 
periodisch pathogene Bakterien in den Kreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion 
subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelöst werden“. William Osler fügte zu dem 
noch hinzu, dass die Immunreaktion des Organismus maßgeblich an dem protrahierten Verlauf einer 
Sepsis beteiligt sei und stellte damit weitere Weichen für die aktuelle Forschung. Weitere wichtige 
Pioniere in der Geschichte der Sepsis sind der Brite Edward Jenner und der ungarische Arzt Ignaz 
Philipp Semmelweis. Ihnen ist es maßgeblich zu verdanken, dass die Sepsisinzidenz durch präventive 
Maßnahmen stark zurückgegangen ist. Jenner gilt dabei als Erstbeschreiber der modernen Impfung. 
Semmelweis verdankt die medizinische Gesellschaft die hygienische Händedesinfektion.   
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1.2.2. Sepsis und Prävention  
 
Die Prävention von Infektionserkrankungen beinhaltet vor allem die Patientenaufklärung, die Imp-
fung und die hygienische Händedesinfektion vor dem Patientenkontakt. Wie wichtig letztere ist, zeigt 
die Geschichte von Semmelweis, ungarischer Arzt des 19.Jahrhunderts, der als Urheber der hygieni-
schen Händedesinfektion mit Chlorlösungen gilt. Er erkannte den Zusammenhang zwischen der stark 
steigenden Mortalität auf gynäkologischen Stationen und dem 1823 datierten Beginn der Sektion 
humanmedizinischer Studenten an Leichen vor der Patientenvisite.  
In unserer Metaanalyse eines Artikels von Herbert F. Spirer15 war die durchschnittliche Muttersterb-
lichkeit über einen Beobachtungszeitraum von 10 Jahren in der 1. geburtshilflichen Klinik in Wien 
initial 1,89%. Bei Beginn der Leichensektion 1823-1832 stieg diese auf 4,93% an und sank trotz der 
weiter durchgeführten Sektion und des Widerstandes der Belegschaft mit Beginn der Desinfektion 
auf durchschnittlich 2,13% in den Jahren 1847 und 1848. Diese Gründe für die Mortalität waren zum 
großen Teil Sepsis im Wochenbett, bei Keimverschleppung durch die Belegschaft, zum großen Teil 
durch Ärzte, da Semmelweis auch zeigen konnte, dass die Mortalität niedriger blieb, als man Frauen 
nur vom Pflegepersonal behandeln ließ.  
Des Weiteren beschreiben weitere Autoren eine Reduktion der Inzidenz eines peripartalen Fiebers 
von 18% auf 3% durch die Einführung der Händedesinfektion.9 Dies entspricht einer relativen Risiko-
reduktion von 83,3%. 
Auch wenn Semmelweis die Anerkennung für seine medizinische Leistung verwehrt blieb, ist von der 
Händedesinfektion ist in der modernen Medizin nicht mehr wegzudenken. Ihre Rolle in der Präventi-
on der Kontamination des Klinikpersonals und damit in der Vorbeugung von vermeidbaren Infektio-
nen ist heutzutage unumstritten.15     
1.2.2.1. Beispiel aller Präventionsmaßnahmen anhand einer besonderen Sepsisform, dem OPSI 
Eine besonders schwere Form der Sepsis stellt aufgrund ihrer hohen Letalität das sogenannte OPSI 
dar. OPSI steht dabei für Overwhelming Post Splenektomy Infection syndrome (Überschießendes 
Postspelektomieinfektionssyndrom). Diese Erkrankung betrifft Patienten, denen die Milz operativ 
entfernt wurde (Splenektomie). Aufgrund der heruntergesetzten humoralen Antwort ist der Orga-
nismus nicht mehr in der Lage bekapselte meist gramnegative Bakterien zu opsonieren und damit zu 
eliminieren. Dies führt zu einer erhöhten Inzidenz an Pneumonien und Meningitiden. In einer klini-
schen Studie von Jockovich konnte das OPSI- Risiko von 6,8% nach Splenektomie durch konsequentes 
Impfen und Aufklären auf 0% gesenkt werden.16 Dies ist ein Beispiel dafür, dass die Prävention eine 
wichtige Rolle bei der Sepsis spielt und durch adäquate Maßnahmen wie Impfung und Aufklärung 
sowohl Inzidenz wie auch die Letalität des OPSI gesenkt werden kann.17 
Des Weiteren können OPSI Patienten im Rahmen einer Meningitis (z.B. durch Neisseria meningitidis), 
an einem sogenannten Waterhouse Friedrichsen Syndrom erkranken. Bei dieser Maximalausprägung 
der Sepsis führt eine vorausgehende Verbrauchskoagulopathie zu einem Infarkt der Nebennieren 
und zu einem absoluten Mangel an Glucocorticoiden und Vasopressoren. An der infausten Prognose 
lässt sich ableiten, welche zentrale Rolle sowohl die Milz als auch diese Hormone bei der Sepsis spie-
len. In diesem Sinne lassen sich im Rahmen der Therapie mehrere Säulen definieren, die bei der in-
tensivmedizinischen Betreuung septischer Patienten wichtig sind.18 
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1.2.3. Herausforderungen in der Prävention der Sepsis 
 
Die Sepsis stellt in Tagen der Globalisierung eine große Herausforderung dar. Die größere Reisefrei-
heit zum Beispiel im Rahmen des Medizintourismus führt zwangsläufig zu einem Austausch von Kei-
men zwischen Individuen und einem Austausch von Resistenzen innerhalb von Bakterien. Dadurch 
wird beispielsweise eine gezielte antibiotische Therapie komplizierter. In diesem Sinne kann man die 
durch die Sepsis verursachten Probleme in deterministische, wie der durch die Krankheit oder den 
Tod ausgelöste wirtschaftliche Schäden, oder in stochastische Probleme (wie mögliche Mutationen) 
einteilen.  
1.2.3.1. Deterministische Probleme 
Mit ungefähr 160 000 Fällen und einer Letalität von 36,3%19 in Deutschland verursacht die Sepsis 
allein hierzulande einen enormen wirtschaftlichen Schaden. Es ist schwer genaue Zahlen zu eruieren, 
da der Begriff „Blutvergiftung“ meistens nicht in Dokumenten vorgefunden wird. Es wird bevorzugt 
das primär befallene Organ (z.B. Lungenentzündung) als Diagnose kodiert. Dennoch schätzt das Bun-
desministerium für Bildung und Forschung, dass auf Intensivstationen, die meist die Sepsis und ihre 
Folgeschäden behandeln, bis zu 1,7 Milliarden Euro in die direkte Behandlung dieser Erkrankung und 
weitere 6,3 Milliarden an Schäden durch Krankheitsdauer, Tod und frühzeitige Berentung entstehen. 
Die Sepsisbehandlung entspricht etwa 32% der Kosten, die auf einer Intensivstation anfallen, obwohl 
Stichproben auf Intensivstationen suggerieren, dass die Punktprävalenz der Sepsis auf diesen Statio-
nen bei ungefähr 11% liegen.20  
Auch in den USA kostet die Sepsis pro Erkrankungsfall ungefähr 22 100 US-Dollar und belastet das 
dortige Gesundheitswesen insgesamt mit einer Summe von über 16 Milliarden Dollar pro Jahr.21  
Mit dem Ausbau der Maximalversorgung ist die Inzidenz dieser Erkrankung seit über 30 Jahren ange-
stiegen.22 In den letzten 20 Jahren vor der Jahrhundertwende stieg die Inzidenz durchschnittlich um 
mehr als 8% jährlich. Allein zwischen 2001 und 2008 gab es eine Inzidenzzunahme von 70% in den 
USA. Nach Angaben des deutschen Ärzteblattes104 stieg die Fallzahl zwischen 2007 und 2013 im 
Schnitt um 5,7% pro Jahr an und erreichte fast 280 000 Fälle jährlich. Dies entspricht 335 Sepsisfällen 
pro 100 000 Einwohner. Außerdem stieg der Anteil der Patienten, die in diesem Zeitraum an schwe-
rer Sepsis erkrankten um 14 Prozentpunkte auf 41%. Gleichzeitig sank aber die Letalität um 2,7 Pro-
zentpunkte mit 24,3% auf unter ein Viertel.104 Des Weiteren wird eine Inzidenzsteigerung um 1,5% 
pro Jahr erwartet. Eine Ursache dafür ist die immer bessere Versorgung von schwerkranken Patien-
ten, die besonders Gefahr laufen sich zu infizieren. Sie stellen damit ein kostenintensives Patienten-
kollektiv dar. Oft führen die Langzeitschäden, die Patienten nach einer Sepsis aufweisen können oder 
ihre Komorbiditäten zu einem Circulus vitiosus. Beispielsweise kann eine rezidivierende Tuberkulose 
andere Infektionen fördern oder durch andere Infektionen begünstigt werden. Vor allem gehören 
Menschen im nicht arbeitsfähigen Alter (wie z.B. Kinder und Senioren) oder chronisch erkrankte Pati-
enten (z.B. Mukoviszidosepatienten) zu den Hochrisikopatienten.21 
Die Sepsis ist daher eine Erkrankung aller Altersgruppen und eine mögliche Komplikation aller medi-
zinischen Fachrichtungen. Meist erfordert sie eine Behandlung auf Intensivstation mit all den damit 
verbundenen Kosten. Sie ist auch eine Erkrankung mit großer Unsicherheit sowohl für die Angehöri-
gen hinsichtlich eines möglichen Todesfalls als auch für das Personal, dass eine eigene Ansteckung  
(bei manchmal unbekanntem Keim) wie auch eine Keimverschleppung verhindern muss.  
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1.2.3.2. Stochastische Probleme 
Stochastische Ereignisse sind seltener als deterministische. Deren Auftreten ist aber schwerwiegen-
der. Sie bezeichnen das Auftreten von Mutationen oder die Weitergabe von Mutationen, die einen 
bestimmten Keim z.B. gegen Antibiotika resistent macht. Aufgrund der Massenverwendung von An-
tibiotika in der Mastindustrie hierzulande und in der Patientenversorgung außerhalb von Deutsch-
land ist die Behandlung multiresistenter Keime wie MRSA oder 4-MRGN auf Intensivstationen heut-
zutage an der Tagesordnung. Auch Keime mit der im Jahre 2008 entdeckten sogenannten New-Delhi 
Metallo β-Lactamase sind mittlerweile in deutschen Krankenhauskeimen vertreten. Sie bilden Resis-
tenzen gegen Carbapeneme aus, die als Reserveantibiotika gelten.24 Dies erschwert die antibiotische 
Abdeckung im Rahmen einer Immunschwäche ungemein. Viele Autoren kündigen daher schon eine 
sogenannte „postantibiotische Era“ an.25 Die Entwicklung neuer Therapiesäulen wird daher in nähe-
rer Zukunft einen großen Stellenwert haben. 
 
1.3.Therapie 
 
Im therapeutischen Fokus liegt die (meist) chirurgische Entfernung des krankheitsauslösenden biolo-
gischen Materials nach der Maxime des Hippokrates „ubi pus ibi evacua“ (Wo Eiter ist, entleere ihn) 
und die Gabe von Immunsystem unterstützenden Antiinfektiva (Antibiotika, Antimykotika, Virostati-
ka, Antihelmitika usw.). In diesem Rahmen durchgeführte Antibiotikatherapien erfolgen „gezielt“, 
d.h. mit Kenntnis des Antibiogrammes oder „kalkuliert“ nach der Infektionsquelle. Hierbei sind die 
Entscheidungskriterien der Infektionsfokus (z.B. Pneumonie oder Zystitis) und ob der Keim ambulant 
oder nosokomial erworben wurde. 
Eine supportive und antihypotensive Behandlung erfolgt durch interindividuell unterschiedliche 
Mengen von zuerst kristalloiden Lösungen, kolloide Lösungen und schließlich Blutprodukten. Zeit-
gleich zur Volumensubstitution depletierter Patienten sollen Vasopressoren wie vor allem Noradre-
nalin, Vasopressin, Dobutamin und Adrenalin) den peripheren Gefäßtonus positiv beeinflussen.  
Parallel dazu muss im Rahmen der supportiven Therapie neben der Gewährleistung einer ausrei-
chenden Oxygenierung des Patienten durch eine an die Grundkrankheit angepasste Beatmung (z.B. 
lungenprotektiv bei manifester Pneumonie) auf den vermehrten kalorischen Bedarf und möglichen 
Blutzuckerentgleisungen geachtet werden.  
Zusätzlich werden im Rahmen der speziellen Therapie individuell auftretende Komplikationen wie 
Nierenversagen oder Blutungskomplikationen behandelt. Trotz all dieser Maßnahmen bleibt die Sep-
sis eine schwer zu beherrschende Erkrankung mit hoher Letalität. 
Emanuel Rivers konnte in seiner Studie belegen, dass ein früher Beginn der Therapie mit aggressiver 
Flüssigkeitssubstitution mehr Blutprodukttransfusion und Inotropika und einer Aufnahme auf die 
Intensivstation innerhalb von 6 Stunden im Rahmen der sogenannten „Early goal directed therapy“ 
(EGDT) die Prognose positiv beeinflussen kann.26 Versuche, diese Ergebnisse zu reproduzieren schei-
terten allerdings im Rahmen der ARISE und ANZICS-Studien.27,28 Unter anderem deshalb gerät dieses 
Therapiekonzept mehr und mehr in die Kritik. Allen voran wird an der Rechtmäßigkeit der aggressi-
ven Volumentherapie gezweifelt. Kristalloide Lösungen haben mit 5-20% einen sehr niedrigen Volu-
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meneffekt und führen zu Ödemen.30 Paul Marik30 fasste in seinem Review zusammen, dass bei einem 
nicht kardiochirurgischen Patientenkollektiv eine aggressive Flüssigkeitssubstitution zur Entwicklung 
eines Lungenödems (erhöhtes sogenanntes ECLW, oder Extracorporal lung water) mit ARDS, zur Ent-
wicklung einer Malabsorption durch gastrointestinale Ödeme zur diastolischen Insuffizienz durch 
Volumenüberladung und zur hepatischen Funktionsstörung durch einen Anstieg des intraabdominel-
len Drucks führt. Dies führe zu einer höheren Gesamtmortalität.29,30 
Des Weiteren kritisiert Marik die Maxime sich am zentralen Venendruck (ZVD) des Patienten zu ori-
entieren, um die notwendige Flüssigkeitsgabe zu quantifizieren. Hohe ZVD-Werte (>8 mmHg) würden 
zur Entwicklung einer akuten Nierenschädigung (AKI) beitragen.31 
Er empfiehlt die Benutzung des MCFP (Mean circulatory filling pressure). Dieser Druck entspricht 
dem systemischen Druck, der bei einem Herzstillstand im ganzen Körper messbar wäre und be-
schreibt sehr sensitiv die Volumenbelastung des Körpers und die Spannung der glatten Muskula-
tur.30,32,33,34 
Bei den kolloidalen Lösungen ist die Datenlage zur Sicherheit der Gelatine nicht sehr ausgeprägt und 
es konnten durch Metaanalysen beim Einsatz von Hydroxyethylstärke (HAES 6%) vermehrt Fälle von 
Niereninsuffizienz bei der Sepsis festgestellt werden.35 Im Rahmen der sogenannten SAFE-Studie 
(Saline versus Albumin Fluid Evaluation) wurde anhand von 6997 Patienten der Mehrwert einer 4% 
Albuminlösung analysiert. Es konnte kein Therapievorteil festgestellt werden.36 Albumine haben zu-
dem genauso wie Blutprodukte immer ein niedriges Infektionsrisiko. Es fehlt folglich eine Substanz, 
die die hämodynamische Dysregulation wieder beheben kann.   
Es ist daher Aufgabe der experimentellen Medizin die genauen Mechanismen zu erforschen, die die 
hohe Letalität der Sepsis bedingen. In diesem Sinne rückt neben der kausalen Therapie (Fokussanie-
rung), der supportiven Flüssigkeitstherapie und der individuellen Therapie (Steroide, Nierenersatz-
verfahren) eine vierte Säule immer mehr in den Vordergrund: eine antiphlogistische, „gefäßadjunkti-
ve“ Therapie. Diese Therapie beruht darauf, dass Gefäße nicht wie das lockere Bindegewebe als Ent-
zündungsort geeignet sind, was die systemische Schwere einer Sepsis erklärt. Eine unterstützende 
Therapie für die betroffenen Schichten des Gefäßes ist daher im Fokus der Sepsisforschung. Patho-
physiologisch werden vermehrt auch andere Ansätze wie die übermäßige Vasoplegie der Gefäße 
durch den Botenstoff NO37 und die Zerstörung der Endothelzellen und ihrer Oberflächenmoleküle38 
für die Schwere der Erkrankung verantwortlich gemacht und weiter erforscht. Unter diesen Gesichts-
punkten wurden seit der Jahrtausendwende mehrere Meilensteine erreicht. 
 
 
1.4. Immunkompetenz und Sepsis: Studienlage 
Das Immunsystem hat in der Pathophysiologie der Sepsis einen hohen Stellenwert. Hierbei spielen 
eine Menge Proteine und Hilfssubstanzen eine wichitige Rolle. In diesem Zusammenhang sind für 
diese Arbeit bestimmte Interleukine, Chemokine sowie Cadherine wichtig.  
Das CCL2 (Chemokine Ligand 2), das auch MCP1 (monocyte chemoattractant protein1) genannt wird, 
ist eine pro-inflammatorische Substanz, die am Ort der Entzündung synthetisiert wird und an Proteo-
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glykanen der Endothelzellen bindet um Monozyten und T-Lymphozyten anzulocken123. Die Genex-
pression wird unter anderem durch PDGF induziert. 
Interleukine sind von Immunzellen sezenierte Substanzen, die als Zell-Zell-Kommunikatoren fungie-
ren. Sie können wie im Falle des IL-10 anti-inflammatorisch74 oder wie das IL-1 pro-inflammatorisch 
wirksam sein. Arbeiten von Kabay et al aus dem Jahre 2007 belegen, dass die Überexpression von IL-
10 im Balb/c Mausmodell über die Reduktion der Inflammation den Krankheitsverlauf des MODS 
attenuieren kann.74  
Das IL-6 oder Interleukin-6 nimmt eine Sonderstellung in dieser Gruppe von Mediatoren ein, denn es 
handelt sich um eine sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirkende Substanz. Sie wird sowohl 
von Makrophagen als auch von Lymphozyten produziert. Wichtige Funktionen sind die Temperatur-
sollwertverstellung im Hypothalamus, sodass eine Erhöhung des Stoffwechsels und die Induktion der 
Produktion von Akute Phase Proteinen wie das CRP in der Leber stattfinden. Des Weiteren unter-
drückt IL-6 die pro-inflammatorischen Wirkungen des TNF-α und IL-1127 und begünstigt die Prolifera-
tion von Monozyten und Lymphozyten zum Nachteil der neutrophilen Granulozyten.126,127 Hohe IL6- 
Spiegel fördern daher eine Transition in ein chronisch entzündliches Geschehen. 
 
Abbildung 7: Transition vom angeborenen in das erworbene Immunsystem nach Jones SA., 125 
 
Neuere Arbeiten zur Pathophysiologie der Sepsis konnten belegen, dass in der Sepsis Phasen der 
Immunsuppression auftreten können, die sich mit Phasen der überschießenden Immunantwort ab-
wechseln. In den Milzen der Patienten konnte eine Depletion von immunkompetenten Leukozyten 
gefunden werden.39,40,41 
Außerdem spielen wohl zusätzliche Mechanismen bei den Phasen der Immunosuppression eine Rol-
le. Der sogenannte „Glucocorticoid induced leucine zipper“ (GILZ) scheint bei längeren Bestehen 
einer Endotoxinänamie zu einer Toleranz der Makrophagen gegen diese bakteriellen Gifte zu führen. 
Die Stärke ihrer Aktivierung nimmt mit der Zeit ab.42 
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1.4.1. Glucocorticoide 
 
Trotz des Erfolges isolierter Studien zur Indikation von niedrig dosierten Glucocorticoiden bei der 
Sepsis,43 haben größere Studien keinen signifikanten Überlebensvorteil einer generalisierten soge-
nannten „low dose corticosteroid“ Therapie bei septischen Patienten zeigen können.44 Dennoch blei-
ben für einzelne Indikationen wie die Meningitis Kortikosteroide in den Therapieempfehlungen. 
 
1.4.2.   5-HT7 Antagonismus 
 
Die Entdeckung von Serotoninrezeptoren (insbesondere 5-HT7) auf immunologisch aktiven Geweben 
führte im Rahmen eines Tierversuchs an Ratten mit 5-HT7-Agonisten zu einer Abschwächung der 
überschießenden Immunreaktion und einer verbesserten Prognose.45 
 
1.5. Sepsis und kardiovaskuläre Dysfunktion 
 
Die Pathophysiologie der septischen Gefäßdysfunktion folgt den Kardinalzeichen der Entzündung. Die 
Senkung des Muskeltonus durch Stickstoffmonoxid (NO) mit Gefäßdilatation, die Rarefizierung der 
verschiedenen Gefäßzellen und die pathologisch erhöhte Permeabilität führen zu einer Funktionsein-
schränkung des Gefäßes mit Ödemen und folglich zu einer relativen Hypovolämie, die schlecht auf 
Flüssigkeitssubstitution anspricht.  
Eine Erklärung hierfür ist die Rarefizierung der Perizyten und Endothelzellen als direkte Folge der 
Entzündung. Die Perizyten können ihre gefäßregulierende Funktion nicht mehr erfüllen, der Ge-
fäßtonus passt sich nicht mehr an und kann der Dysregulierung des Gefäßsystems mit erhöhter Per-
meabilität und zunehmender kardialer Erschöpfung nicht mehr entgegenwirken.  
Eine ergänzende Erklärung ist die Funktion einer bisher unterschätzten und wenig erforschten Struk-
tur: der endothelialen Glycocalyx. Es handelt sich hierbei um eine bis zu 500 nm dicke Schicht aus 
Syndecan-1 und Heparansulfat, die durch ihre Ladung an der Rheologie des Kreislaufes beteiligt ist. 
Das bei aggressiver Volumentherapie anfallende atriale natriuretische Peptid (ANP) und die Entzün-
dungsreaktion bei der Sepsis führen zu einer Schädigung der Glycocalyx und der sie tragenden En-
dothelzellen.46 
1.5.1. L-Name  
 
Als potenter Inhibitor der NO Synthese durch Hemmung der NO-Synthase47 führt L-Name (NG-nitro-L-
arginine methyl ester) über seine Wirkung an den Gefäßen zu einer Steigerung des mittleren arteriel-
len Blutdruckes (MAP) und des systemischen Gefäßwiderstandes, ohne die Spiegel der inflammatori-
schen Botenstoffe zu beeinflussen.48 
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1.5.2. Esmolol 
 
Der kurzwirksame β-Blocker Esmolol zeigte in Tierversuchen eine protektive Wirkung in der Sepsis. 
Die Autoren beschreiben eine minimale Senkung der Herzfrequenz und eine Erhöhung des Schlagvo-
lumens nach der Esmololwirkung, die zu einem verbesserten Überleben führt. Die sublingual unter-
suchte Mikrozirkulation bleibt allerdings laut den Autoren gleich.49,50 
Ein Erklärungsansatz für die Wirkung des Esmolols ist die kardioprotektive Wirkung des Beta-
Blockers, der als kurzwirksamer Überladungsschutz für das Herz fungiert. Es findet möglicherweise 
eine Resensibilisierung der Rezeptoren statt. Zusätzlich würde der dadurch dominierende α-Tonus zu 
einer Vasokonstriktion in den Gefäßen führen und dem „vascular leakage“ entgegenwirken. Zudem 
wirkt er einer überhöhten Lipolyse und Hyperglykämie (Zielwert <150 mg/dL) entgegen. 
 
1.6. Diagnostische Laborparameter in der Sepsis: Studienlage  
 
Eine Kohortenstudie der Universität Jena untersuchte die jeweilige Sensitivität und Spezifizität ver-
schiedener Biomarker wie C-reaktives Protein (CRP), Procalcitonin (PCT), Interleukin-6 (IL-6) oder 
Interleukin-8 (IL-8) bei der Sepsis. Obwohl PCT dabei am Besten abschnitt, folgerten die Autoren, 
dass selbst das PCT nicht den klinischen Anforderungen genügt, um einen Biomarker darzustellen, 
der alleine verlässlich genug wäre. Er eignet sich jedoch gut zur Verlaufskontrolle einer bakteriellen 
Sepsis.9 
Bei septischen Neugeborenen, bei denen vor allem Gruppe-B Streptokokken und Escherichia coli 
hohe Prävalenzen aufweisen, wird ebenfalls nach Möglichkeiten gesucht pro-inflammatorische Me-
diatoren wie Interferon gamma (IFN-γ), Tumor Necrosis Faktor alpha (TNF-α) oder CD64 als Scree-
ningverfahren zu verwenden.51  
Ein weiterer vielversprechender Test ist die Messung von Syndecan-1, dem Oberflächenmolekül der 
Glycocalyx. Nelson et al. konnte zeigen, dass die Höhe der Spiegel mit dem SOFA- Score korreliert.52 
Bisher existiert aber kein spezifischer Test für die Sepsis.124 Es bleibt daher eine Aufgabe der For-
schung, Wege zu finden, den schwer beherrschbaren Blutdruckabfall, der durch erhöhte Gefäßper-
meabilität aufgrund einer systemisch überschießenden Immunreaktion zu erklären ist, medikamen-
tös kontrollieren zu können. 
In diesem Sinne ist es das Ziel dieser Arbeit weitere Signalwege zu finden, die die septische Kaskade 
positiv beeinflussen können. 
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1.7. Die Rolle der mikrovaskulären Stabilität 
1.7.1. Angiopoietin 2 (Ang 2) 
 
Im Vorfeld konnten wir zeigen, dass durch die Überexpression des Liganden Angiopoietin 2 (Ang-2) 
eine Sepsis-ähnliche hypotone Hyperzirkulation bei den Mäusen ausgelöst wird. Diese geht mit ei-
nem Verlust der Perizyten, einer erhöhter Permeabilität, einer Hypotension und einem reaktiv ge-
steigertem Herzzeitvolumen einher. Durch die Überexpression von Angiopoietin 1, des Gegenspielers 
des Ang-2 am Tie-2 Rezeptor, kann die Wirkung des Ang-2 wieder rückgängig gemacht werden. Des 
Weiteren kann auch die Überexpression von PDGF-β, den Sepsis-ähnlichen Zustand wieder umkeh-
ren. PDGF-β ist eine chemotaktisch wirksame Substanz, die in der Lage ist, Perizyten in das dysfunkti-
onale Gefäß zu führen. Im weiteren Verlauf konnte auch gezeigt werden, dass ein Antikörper, der 
spezifisch gegen das Ang-2 wirkt, in der Lage war, die Überlebenswahrscheinlichkeit bei einer Sepsis 
zu steigern.53  
1.7.2. Das Thymosin Beta 4 System (Tβ4) 
 
Ein weiterer Kandidat der mikrovaskulären Stabilisierung ist Thymosin β4 (Tβ4), das häufigste im 
menschlischen Körper vorkommende Thymosin. Thymosine sind eine Reihe ubiquitär vorkommender 
Proteine, die unter anderem bei der Proliferation lymphatischer Gewebe, Wundheilungsprozessen, 
Autoimmunkrankheiten der Angiogenese und der Aktinpolymerisation eine Rolle spielen.   
 
Abbildung 8: Überblick über die Funktionen des Tβ4 nach Hinkel (2009) 79 
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Experimentelle Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten bereits einen Nutzen von Thy-
mosin β4 in der Sepsis nachweisen, 78,80 der spezisifisch mit der Stabilisierung von Kapillaren durch 
Perizyten einhergeht.78  
1.8. Beeinflussung der vaskulären Strukturintergrität 
1.8.1. Morphologie des Gefäßes: endotheliale und vaskuläre 
Dysfunktion 
 
Arterien und Venen des menschlichen Körpers zeigen einen mehrschichtigen Aufbau. Von luminal 
nach extraluminal gliedern sie sich in eine Tunica intima, Tunica media und Tunica externa (auch ad-
ventitia genannt). Die innerste Schicht oder Intima, ist durch Endothelzellen aufgebaut. Sie tragen die 
Glycocalyx und sind die einzigen Zellen mit natürlich antithrombogener Wirkung. In großen Gefäßen, 
sitzen diesem einschichtigen Plattenepithel in einer dicken Tunica media mehrerer Schichten glatter 
Muskulatur auf. Sie beeinfussen den Tonus des Gefäßes, das heißt, dass sie über eine Veränderung 
des Widerstandes den Blutdruck und die Organperfusion beeinflussen können. Die äußerste Gefäß-
schicht oder Tunica adventitia stellt das Stützgewebe des Gefäßes dar. Sie enthält regulierende Ner-
venfasern und die sogenannten Vasa Vasorum, das heißt Gefäße, die die Gefäßschichten ernähren. 
Die Beschaffenheit eines Gefäßes verändert sich kontinuierlich. Herznahe Arterien widerstehen der 
hohen Druckbelastung durch viele elastische Fasern, herzferne Arterien unterstützen den Kreislauf 
durch die Kontraktion ihrer vielen glatten Muskelfasern. Im weiteren Verlauf des arteriellen Systems 
nimmt die Zahl der glatten Muskelzellschichten ab und wird nach und nach durch eine Zellform 
erstetzt, die man Perizyten nennt. Perizyten sind Stützzellen des Endothels. Sie sind unregelmäßig 
und abluminal um die Endothelzellen verteilt und haben unter anderem parakrine Funktionen. Au-
ßerdem sind sie in der Lage durch ihre kontraktilen Fasern die Mikrozirkulation zu steuern und haben 
daher ihren Stellenwert in der Hämodynamik. Sie zeigen eine starke strukturelle Ähnlichkeit zu glat-
ten Gefäßmuskelzellen (vSMC).  Mittlerweile geht man davon aus, dass Perizyten und vSMC eine 
gemeinsame mesenchymale Vorläuferzelle haben und daher verschiedene Facetten eines einzelnen 
Zelltyps darstellen, der sich an die Gegebenheiten des Gefäßes anpasst76. Außerdem konnte nachge-
wiesen werden, dass bestimmte Stammzellen sich in der Zellkultur je nach Überwiegen des Media-
tors; PDGF-β oder VEGF jeweils in Perizyten/glatte Muskelzellen oder in Endothelzellen differenzie-
ren können. Dies legt eine enge Verwandtschaft von Perizyten, vSMC und Endothelzellen nahe.75 
Einige Autoren beschreiben vSMC sogar als eine Unterform verschiedener heterogener Perizyten-
gruppen77. Diese befänden sich laut dieser Autoren in den präkapillären Arteriolen und den postka-
pillären Venolen. An den Kapillaren selbst fänden sich nur nicht-kontraktile Perizyten.          Dem Peri-
zyten wird außerdem viel Differenzierungspotential unter anderem in Adipozyten oder auch Makro-
phagen nachgesagt, sodass er mehr als nur ein Gerüst für die Mikrozirkulation darstellt.75,76 
Seine multiplen Fortsätze mit Hilfe derer er teils der Basalmembran und teils den Endothelzellen 
aufliegt,81 ermöglichen dem Perizyten eine Barrierefunktion auszuüben. Die Dichtigkeit dieser Barrie-
re beeinflusst maßgeblich physikalische Größen wie die Permeabilität des Gefäßes.  
Trotz ihrer wichtigen Stützfunktionen wird die Rolle der Perizyten oft unterschätzt. So spricht man 
beispielsweise bei vielen Erkrankungen wie der Artherosklerose, der Hypertonie57 oder der Sepsis  
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von endothelialer Dysfunktion. Um die Perizyten in der Ätiopathologie dieser Erkrankung miteinzu-
beziehen, wäre der Begriff „vaskuläre Dysfunktion“ eine Alternative. 
 
 
 
Abbildung 9: Urspung der EC und PC nach Bergers et al.75 
  
1.8.2. Definition von Permeabilität 
 
Der menschliche Körper besteht zu mehr als der Hälfte aus Wasser. Dieses Wasser wird in verschie-
dene Kompartimente aufgeteilt. Man unterscheidet in aufsteigender Reihenfolge das transzelluläre 
Kompartiment mit knapp 2% des Wassers, das plasmatische Kompartiment mit ungefähr 7%, die 
interstitielle Flüssigkeit, die um die 30% des Körperwassers enthält und letztendlich das größte Flüs-
sigkeitsreservoir: der Intrazellularraum. Zwischen diesen Kompartimenten finden Flüssigkeits- und 
Substanzverschiebungen statt. Hauptsächlich diffundieren diese Stoffe passiv zwischen diese Flüssig-
keitsräume.52  
Das 1. Fick’sche Diffusionsgesetz von 1855 definiert die durch Diffusion transportierte Stoffmenge als 
direkt proportionale Funktion des Konzentrationsgefälles und der Oberfläche der Diffusionsmemb-
ran, die beide Räume trennt. Sie ist zum Kehrwert der Membrandicke proportional.  
Das Fick’sche Gesetz lautet:52    
 
 
Dabei sind: 
 ΔQ/Δt die Ionenmenge pro Zeiteinheit, die über die Membran diffundiert in mol s-1 
27 
 
 D: Der Fick Diffusionskoeffizient in m².s-1  
 d: die Dicke der Diffusionsmembran in m 
 Δc: das Konzentrationsgefälle in mol.m-³ 
 A: die Membranoberfläche in m² 
Indem ΔQ/Δt durch die Diffusionsgeschwindigkeit  J der Substanz ersetzt und die Permeabilität der 
Membran als D/d definiert wird, kann man die Permeabilität P (Einheit m.s-1) physiologisch wie folgt 
definieren: 
 
Dabei bezeichnet P die Permeabilität eines bestimmten Stoffes an einer Membran. Zum Beispiel hät-
ten Chloridionen eine Permeabilität von 10-12 m.s-1 an einer Lipiddoppelschicht.52  
Im Rahmen dieser Arbeit stellen die jeweilig analysierten Gefäße die „Membranen“ dar, an denen die 
Permeabilität gemessen wird. Da es sich hierbei um ein komplexeres Gebilde handelt als eine einfa-
che, proteinlose Doppellipidschicht, wurde der Begriff der relativen Permeabilität eingeführt. Dabei 
ist Wasser der Referenzstoff. Die relative Permeabilität ist eine dimensionslose Größe, die von der 
molaren Masse des Stoffes und seiner Ladung abhängig ist. Je größer der Stoff und je geladener er 
ist, desto niedriger ist seine relative Permeabilität. Natriumchlorid (NaCl) hat mit 0,96 zum Beispiel 
eine hohe relative Permeabilität, während Makromoleküle wie Tetramethylrhodamine isothiocyana-
te Dextrane (im Folgenden „TRITC-Dextrane“ genannt) oder Albumin mit jeweiligen Molekularge-
wichten von 4,4 kD und 69 kD schwer Membranen passieren und deren übermaßiger Extravasation 
meist eine endotheliale Dysfunktion zugrunde liegt. 
Tabelle 4: Einige Substanzen und ihre Permeabilität modifiziert nach Hick C., S.97ff.136 
Substanz Molare Masse (g.mol-1) Relative Permeabilität 
Wasser 18 1 
Natriumchlorid (NaCl) 58,5 0,96 
Harnstoff 60 0,8 
Albumin 69000 10-4 
 
Hierbei müssen verschiedene Endothelformen unterschieden werden. In der Tat müssen verschiede-
ne Gewebe zur Erfüllung ihrer Funktion verschiedene Endothelien vorweisen. Um ein konstantes 
Lungenödem zu verhindern, ist das Endothel der Lunge dicht, während die Milz ein fenestriertes En-
dothel aufweist, das sich durch große Poren charakterisiert um die Leukozytenmigration zu erleich-
tern. Der Permeabilitätskoeffizient P in m.s-1 berücksichtigt dieses Phänomen und berechnet sich wie 
folgt: 
 
Dabei ist Fp die Gesamtquerschnittsfläche der Poren und F die Gesamtquerschnittfläche. 
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  charakterisiert daher die Fenestrierung des Endothels.54 Folglich werden größere Moleküle eher in 
der Blutbahn gehalten und können zum Beispiel im Falle von Albumin zu einem höheren kolloidos-
motischen Druck führen. Unter anderem dieser Druck spielt in der sogenannten Starling Formel eine 
große Rolle. 54 Die Gleichung beschreibt einen Zusammenhang zwischen dem hydrostatischen Kapil-
lardruck „Pc“ dem hydrostatischen interstitiellen Druck „Pif“, dem kapillären kolloidosmotischen 
Druck „πc“, dem interstitiellen kolloidosmotischen Druck „πif“ und dem aus dem Gefäß ausgepressten 
Volumen V. 
Sie lautet:   
 dabei ist K der Filtrationskoeffizient. 
Diese Formel belegt die physiologische Ursache für die Permeabilität in den Arteriolen, dessen 
Transsudat von den Lymphgefäßen wieder aufgefangen wird. Der höhere arterioläre Druck filtriert 
Flussigkeit in den Extrazellularraum. Zwar wird der Großteil dieser Flüssigkeit durch denselben Me-
chanismus wieder venös aufgenommen, dennoch beträgt das physiologische arterielle Tagesfiltrat 
ungefähr 2 Liter. Unter diesen Umständen werden nur Substanzen mit sehr kleinen molaren Massen 
filtriert. Selbst Substanzen wie das Evans Blue (mit einer molaren Masse von 961 Dalton) bleiben im 
physiologischen Zustand intravasal.  
Physiologisch kommen Permeabilitätssteigerungen vor allem bei der Vaskulogenese (z.B. durch Ang2) 
oder der Leukozytenwanderungen vor. Andere Ursachen können neben Entzündungen und Verlet-
zungen der Lymph- oder Blutgefäße auch Tumore, Allergien, Ödeme im Rahmen eines gesteigerten 
Perfusionsdrucks oder Aszites im Rahmen einer Leberinsuffizienz sein. 
 
1.8.3. VEGF und Tsad: Konsequenzen einer Tsad Mutation 
 
Nach bisherigen Erkenntnissen existieren sieben verschiedene „vascular endothelial growth Fakto-
ren“ (VEGF)-Arten, die die Namen VEGF-A bis VEGF-F und PIGF (Plazentärer Growth Faktor) tragen 
(siehe Abbildung 10). Sie üben ihre Funktionen an drei verschiedenen Rezeptoren aus.84  
 
Abbildung 10: Funktionen verschiedener VEGF-Liganden nach Yla-Herttula S.84 
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Abbildung 11: Überblick über den VEGF Stoffwechsel des Endothels nach Yla-Herttula S.84 
Wie die Tabelle 5 verdeutlicht, ist im menschlichen Organismus das VEGF-A durch seine starke Bin-
dung an den VEGF2-Rezeptor unerlässlich, kann aber auch an den VEGF-1-Rezeptor binden (siehe 
Abbildung 11). Innerhalb des VEGF-A existieren verschiedene Splicing Produkte, die zwischen 121 
und 206 Aminosäuren besitzen, mannigfaltige Teilfunktionen haben und in verschiedenen Geweben 
exprimiert werden.85   
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Tabelle 5: VEGF und Angiopoietine: Liganden und Rezeptoren modifiziert nach Anisimov et al.82,83   
 
Ligand Funktionen VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3 TIE 1 TIE 2 
VEGF A 
= „VEGF“ 
Permeabilitätserhöhung/, Ge-
fäßdurchlässigkeits- steigerung 
Gewebsschwellung, Gewebsin-
flammation 
+(„decoy 
function“) 
++ - - - 
VEGF B Koronare Gefäßproliferation + - - - - 
VEGF C Lymphangiogenese - + + - - 
VEGF D Ähnliche Wirkung wie VEGF-C - + + - - 
VEGF E „schwächer“ wirkendes VEGF - + - - - 
ANG 1 Gefäßstablisierung, Abnahme 
der Gefäßpermeabilität Inhibi-
tion des Leukozytenrekruit-
ments, Antagonisierung der 
VEGF Signalwege 
- - - + + 
ANG 2 Antagonist des ANG 1 (außer in 
Lymphgefäßen), vor allem an 
Orten der Gefäßneubildung 
exprimiert. 
- - - + -- 
 
Die Expression von VEGF wird unter anderem durch den Hypoxie induzierten Faktor (HIF) gesteigert.  
So führt eine andauernde Minderversorgung von Geweben mit Sauerstoff zu einer durch VEGF-A 
induzierten Neovaskularisation.86,87,88 
Die VEGF Synthese kann aber auch durch verschiedene Zytokine wie PDGF, FGF (Fibroblast growth 
factor) EGF (Epidermaler growth factor) gefördet werden, die damit eine proangiogene Wirkung in-
nehaben.90,91  
Um diese Gefäßproliferation zu gewährleisten, bewirkt VEGF-A, das am stärksten die VEGF1 und 
VEGF2 Rezeptoren (VEGFR1 und VEGFR2) aktiviert, eine Veränderung der Gefäßphysiologie. Die en-
dotheliale Apoptose wird verhindert, ihre Proliferation und Ringformation gefördert. Eine Vasodilata-
tion durch NO und eine Permeabilitätserhöhung sind dafür notwendig. Diese durch VEGF-A hervorge-
rufenen Wirkungen können durch die Proteine Neuropilin-1 und 2 verstärkt werden90. Die Permeabi-
litätssteigerung beruht zu großen Teilen auf eine Modifikation der Cadherinfunktion in den Endothel-
zellen.117 Cadherine (Calcium dependant adhesion) sind Proteine, die in Abhängigkeit von Kalziumio-
nen Zellverbindungen stabilisieren. Prominente Vertreter sind die N- und VE-Cadherine. Neurales (N-
)Cadherin ist vor allem im Nervensystem vertreten, während VE-(vaskulo-endotheliale-) Cadherine 
Endothelzellen verbinden. Hohe VEGF-Spiegel können nachweislich diese Verbindungen auflo-
ckern.117 
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Abbildung 12: Neuropilinrezeptoren und VEGF- Stoffwechsel nach Otrock K.90  
Viele bisher unbekannte Funktionen der VEGF-Familie sind aktuell Gegenstand diverser Fachrichtun-
gen wie der Onkologie, der Ophthalmologie oder der Endokrinologie. Letzterer Fachbereich konnte 
zum Beispiel zeigen, dass VEGF-A das Gleichgewicht zwischen braunem und weißem Fettgewebe und 
damit über die Thermoregulation und dem Körpergewicht das Auftreten kardiovaskulärer Erkrankun-
gen beeinflussen kann89. VEGF-A ist außerdem ein wichtiger Mediator der Wundheilung.96   
 
 
 
Abbildung 13: Die VEGF-A Wirkung ist von der lokalen Konzentration abhängig nach Ylä-Herttuala92 
 
Neben der Antagonisierung der proangiogenen und permeabilitätssteigerenden Wirkungen des 
VEGF-A wie sie beispielsweise in der Krebstherapie mit dem Antikörper Bevacizumab stattfindet, 
steigt das Intresse an einer Modulierung des VEGF-Pathways in der Kardiologie und der Angiologie. 
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Auch in der Sepsis wird der Stellenwert des VEGF untersucht. Insgesamt scheinen hohe VEGF Kon-
zentrationen (siehe  
Abbildung 13) sich aufgrund des endothelialen Stabilitätsgewinns und trotz der höheren Permeabili-
tät (und der noch nicht völlig geklärten pro-inflammatorischen Funktion) günstig auf die Sepsis aus-
zuwirken.55 Wenngleich die endotheliale Stabilität in der Sepsis erwünscht ist, stellt sich die Frage 
nach der Rolle des VEGF als Mediator der Permeabilität. Zu diesem Zweck entdeckten Claesson-
Welsh et al.83 die Möglichkeit Mäusereihen gezielt zu modifizieren, um alleine die VEGF induzierte 
Permeabilitätssteigerung zu verhindern. Die Aktivierung des VEGFR2 führt zu einer Phosphorylierung 
des Tyrosins an der Stelle Y951. An diese Stelle bindet das Protein Tsad (T-cell specific adaptor), dass 
über weitere Interaktionen mit anderen Proteinen die Permeabilitätserhöhung durch VEGF hervor-
ruft. Eine gezielte Mutation des Tsad führt daher zu einer gestörten Permeabilitätserhöhung ohne 
andere lebenswichtige Funktionen des VEGF zu beeinflussen.93  
Dies ermöglicht eine gezielte Untersuchung des Stellenwertes der Permeabilität in der Sepsis. 
Abbildung 14: Das VEGFR“-Tsad-c-SRC-Konstrukt nach Sun Z. et al.83 
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Abbildung 15: Das Tsad-Konstrukt als Mediator der Permeabilität nach Sun Z. et al. 83 
Die Messung der relativen Gewebefluoreszenz extravasierter TRITC-Dextrane ermöglichte es Sanchez 
et al.69 zu zeigen, dass spezifische Punktmutationen nicht die einzige Möglichkeit sind die VEGF indu-
zierte Permeabilität zu senken. Sie konnte in Ihrem Experiment zeigen, dass Sphingolipide wie das 
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und sein Analogon FTY-720P ebenfalls die Gefäßextravasation senken 
konnten. 
 
 
Abbildung 16: Partieller Antagonismus der VEGF induzierten Permeabilitätserhöhung durch S1P und seine Analoga nach 
Sanchez et al. 69  
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1.9. Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und das 
Sphingolipidsystem (S1P/SPH/CER/C1P)   
 
1.9.1. Synthese und Stellenwert der Sphingolipide 
 
S1P und seine Vorläufersubstanz SPH sind biochemisch gesehen Substanzen, die innerhalb der Grup-
pe der chemisch recht homogenen Sphingolipide eingeordnet werden. Sphingolipide sind ubiquitär 
vorkommende Lipide. Neben ihren wichtigen Stützfunktionen in Zellmembranen hat diese Gruppe 
mit über 300 bisher bekannten Derivaten zahlreiche Vertreter in der Blutbahn, die wichtige Stoff-
wechselwege regulieren115;116;147;148. Ihnen ist die Sphingosingruppe gemein, die entweder aus dem 
Ceramidmetabolismus oder über eine Reaktion von Serin mit Fettsäuren entsteht.99   
  
 
 
 
 
Abbildung 17: Ausschnitt aus dem Sphingosinstoffwechsel nach Rosen, H. et al., 2009 Annu Rev Biochem  
 
In der Tat wird das S1P durch die S1P Kinase aus SPH synthetisiert und entweder reversibel durch die 
S1P Phosphatase oder irreversibel durch die S1P Lyase abgebaut. Eine intraperitoneale Injektion von 
SPH führt dosisabhängig zu einer Induzierung der SPHK und damit zu steigenden S1P Spiegeln.64 
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Schon 1991 zeigten Zhang et al.,61 dass die Gabe von SPH konzentrationsabhängig zu einer Erhöhung 
der S1P Spiegel führt,61,62 beide Substanzen über einen Kalziumeinstrom eine Zellproliferation her-
vorrufen und andere Wachstumsfaktoren diese Zellproliferation potenzieren können. Allerdings führt 
die simultane Gabe beider Substanzen zu keinem additiven/synergistischen Effekt. Laut den Autoren 
ist die Wirkung von SPH/S1P auf die DNA Synthese in Fibroblastenkulturen (bei 50 µM SPH/ 2 µM 
S1P) stärker als andere anabole Substanzen wie Insulin oder EGF in einer vergleichbaren Konzentrati-
on.61 S1P ist dabei potenter als SPH.  
Vor Zhangs Veröffenltichung hatte Ghosh et al. 1990 gezeigt,140 dass SPH/S1P zu einer Kalziummobili-
sierung führt. Zhang konnte beweisen, dass dieses Kalzium nicht von extrazellulär, sondern von zell-
internen Speichern freigesetzt wird. Daraufhin werden in der Zelle Stoffwechselwege eingeschaltet, 
die anti-apoptotisch und proliferativ wirken. Um zu verhindern, dass eine zu starke Proliferation 
stattfindet, hat S1P einen Antagonisten aus derselben Stoffgruppe, das Ceramid, was pro-apoptotisch 
und anti-proliferativ wirkt. Auch das Ceramid kann durch die Ceramidkinase zum Ceramid-1-
Phosphat (C1P) metabolisiert werden, dessen Funktionen sich von der Ausgangssubstanz grundle-
gend unterscheiden und eher den Funktionen des S1P ähneln. Das Gleichgewicht zwischen dem pro-
apoptotisch und zellzyklusarretierend wirksamen Ceramid einerseits und seinen anti-apoptotisch 
wirksamen Metaboliten Ceramid-1-Phosphat (C1P), Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat spielt 
daher für die Zellproliferation eine bisher unterschätzte Rolle und gerät immer mehr in den Fokus 
verschiedener Disziplinen wie der regenerativen Chirurgie und der Tumorforschung.63 
 
Es wird aktuell davon ausgegangen, dass ein Großteil des extrazellulären S1P maßgeblich aus Blutzel-
len synthetisiert wird und daher einen intrazellulären Ursprung hat. Thrombozyten, Erythrozyten, 
Monozyten, Endothelzellen und vSMC können nachweislich S1P ins Blut freisetzen,99 tun dies aber in 
keinem anderen Flüssigkeitskompartiment in diesem Ausmaß.101 
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Abbildung 18: Speicherformen des S1P nach Schuchardt  et al.99  
Das S1P kann auch extrazellulär zurück in SPH dephosphoryliert werden, anschließend u.a. vom En-
dothel der Pulmonalarterien aufgenommen werden, um nach erfolgter intrazellulärer Rephosphory-
lierung die Apoptose zu verhindern und die Permeabilität zu regulieren.138,139 Somit entsteht ein SPH-
S1P Zyklus. 
Im Blutplasma finden sich allerdings keine S1P metabolisierenden Enzyme.100 Es bildet sich dadurch 
ein chemotaktisch wirksamer Gradient zum Blut aus. 
Die „de novo Synthese“ von S1P ist daher von allem von dem zellulären Kompartiment des Blutes 
und der endothelialen Integrität abhängig. Dies erklärt auch die große Schwankungsbreite bei S1P-
Spiegelbestimmungen. Ist die Blutabnahme (z.B. durch zu langes Stauen) unsachgemäß, sind die 
Spiegel durch einen systematischen Fehler falsch hoch.  
Beim Menschen liegen die Blutplasmaspiegel von S1P je nach Autor bei 100-900 nM und die Serum-
spiegel zwischen 400 und 1100 nM.56,57,103 Bei der Maus bewegen sich die Plasmaspiegel mit 471 ± 59 
nM bis 1,35 ± 0,19 μM in einem etwas höheren Bereich.103  
Das entspricht beim Menschen bei einer molaren Masse von 379,472 g.mol-1 einer Konzentration von 
0,15 bis 0,42 mg.L-1. Mit ungefähr 10% liegt nur ein Bruchteil dieser Menge als freies S1P vor.58  
Der Großteil ist hauptsächlich an Serumproteine wie HDL (50-70%), Albumin und LDL, bzw VLDL ge-
bunden.59,60  
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Abbildung 19: S1P Fraktionen im Blutplasma nach Murata et al 59 und Okajima et al. 60 
 
Die große Schwankungsbreite und der Unterschied in Plasma und Serumspiegel sind darin begründet, 
dass aktivierte Thrombozyten S1P freisetzen. Dieser Umstand, gepaart mit der starken Bindung an 
Lipoproteinen einer kurzen Halbwertszeit von 15 Minuten110 und die Existenz einer noch nicht identi-
fizierten aber thermolabilen und rezeptormodulierenden Substanz,59,60,101 bewegt viele Autoren dazu, 
zu glauben, dass die realen S1P-Spiegel in vivo viel niedriger und sehr engmaschig reguliert sind. 
Wenn man in der Tat von dem von Książek et al. gemessenen Spiegel ausgeht,103 der sich mit 100 nM 
bis 500 nM im unteren Bereich der Wertespanne der Literatur befindet, dann stellt die Konzentration 
des freien S1P mit 10% ungefähr 10 nM bis 50 nM dar. Ein freier Spiegel von 50 nM enspricht einem 
Vielfachen der Dissoziationskonstanten (Kd-Werte) der verschiedenen S1P-Rezeptoren zwischen 2-30 
nM (siehe Kapitel 1.9.2.), sodass davon auszugehen wäre, dass alle zur Zeit bekannten Rezeptoren 
beinahe gesättigt wären. Daher wären Ruhespiegel von 10 nM denkbar.  
Dieser Rückschluss ist nur möglich, weil der S1PR das S1P nicht verstoffwechselt, sodass man damit 
Kd der Michaeliskonstante Km gleichsetzen kann.   
 
Innerhalb des S1P muss nicht nur zwischen freien und an Lipoprotein gebundenem S1P sondern auch 
zwischen intra und extrazellulärem S1P unterschieden werden, da beide Formen konkurrierende 
Eigenschaften an S1PRs haben können. 
Außerdem kann die beobachtete Wirkung je nach Zielgewebe variieren oder gar antagonistisch zu 
einem anderen Gewebe sein. Beispielsweise wirkt das als systemisch proinflammatorisch beschrie-
bene C1P in der Lunge lokal anti-inflammatorisch.64 
Die Expression der „vascular cell adhesion molecules“ (CD106/ vCAM)wird durch freies S1P geför-
dert, während an HDL gebundenes S1P diesen Prozess inhibiert. Dieses Protein spielt eine Rolle bei 
der Bindung von Blutzellen an der Endothelzellwand. Außerdem ist eine atherogene Wirkung von 
hohen freien S1P Spiegeln beschrieben, während ein hohes HDL-S1P protektiv wirken kann. Bei 
atherosklerotischen Erkrankungen wurde bereits der isolierte Mehrwert eines hohen HDL Spiegels 
nachgeschwiesen. Um einen Confoundereffekt auszuschließen, zeigten Nofer et al., dass der positive 
38 
 
Effekt des HDL abnimmt, wenn die S1P3 Rezeptordichte abnimmt.105,107 Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde aus mehreren Gründen besonders auf das SPH/S1P-System eingegangen. Neben den gerade 
beschriebenen proliferativen Effekten auf Fibroblasten, wird die S1P-synthetisierende SphK von pro-
inflammatorischen Mediatoren wie IL-1ß und TNF-α oder auch pro-angiogenetischen Mediatoren wie 
VEGF in der Sepsis induziert.65 Im Sinne eines Regelkreises modulieren hohe S1P Spiegel die TNF-α 
Wirkung.106 Das bedeutet, dass eine Gabe von SPH in der Sepsis zu einem vermehrten Anfall von S1P 
führen würde. Im weiteren Verlauf wird daher die Frage geklärt, inwiefern andere Zellpopulationen, 
die in der Sepsis besonders stark untergehen, durch die Induktion des SPH/S1P-Systems profitieren 
können. 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Beeinflussung der S1P/SPH Verhältnisses durch Interleukin, VEGF und TNF-α nach Brinkmann V,65 
  
 
Damit rückte das potentere S1P in den Fokus der hiesigen Untersuchungen, da diese Substanz bei 
starker Inflammation aus SPH vermehrt synthetisiert wird. Es stellt sich dabei die Frage, welche Rolle 
erhöhte S1P Spiegel bei Inflammation im Allgemeinen und besonders bei einer fulminanten Form der 
Entzündung, der Sepsis, spielt. 
Daher empfiehlt es sich einen kurzen Überblick über die diversen Funktionen dieses Lipidmetaboliten 
zu erstellen. 
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Abbildung 21: Die Beinflussung des S1P-Stoffwechsel ist bei vielen Krankheitsbildern von Bedeutung nach Spiegel 135  
 
Aufgrund der vielen Funktionen, die S1P in der Embryogenese, der Organogenese (siehe Abbildung 
21) und der Homöostase innehat, beschränkt sich der folgende Absatz nur auf einen Auszug der be-
kannten und im Rahmen der Sepsis wichtigen Funktionen des S1P. 
 
1.9.2. S1P: Rezeptoren, Signalwege und Funktionen  
 
Nach der aktuellen Lehrmeinung sind fünf S1P Rezeptoren bekannt, die je nach Nomenklatur S1PR1-
5 (auch S1P1-5) oder auch EDG genannt werden. 
Diese Rezeptoren unterscheiden sich nebst ihren Funktionen zum Teil auch stark in ihrer Affinität 
zum Liganden S1P. Das bedeutet, dass verschiedene S1P Konzentrationen teils zu antagonistischen 
Effekten führen können. Während die genauen Funktionen von S1P1-S1P3 besser beschrieben sind, 
bleiben S1P4 und S1P5 weiterhin Gegenstand der immunologischen108 und neurologischen109 For-
schung. 
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Daraus ergibt sich folgende Tabelle über die bisher nachgewiesenen Funktionen:   
 
 
Tabelle 6: Übersicht der S1P Rezeptoren, modifiziert nach Brinkmann 56,65  
Rezeptor-
Subtyp 
Affinität Vorkommen Beschriebene Hauptfunktionen (Ausschnitt) 
S1P1 8 nM Immunzellen: Eosino-
phile, Mastzellen, 
Lymphozyten, Thy-
mozyten 
Migration entlang des Gradienten, Lymphozytenauswanderung aus 
dem Lymphknoten, 
Zellüberleben (auch bei anderen Zelltypen) 
Thymozytenauswanderung aus dem Thymus 
B und T-Lymphozyten: Verlassen des Lymphknotens und verminderte 
Adhäsion am Endothel 
 
Dendritische Zellen Verminderte Migration in die Lymphknoten 
Endothelzellen Angiogenese 
Senkung der Gefäßpermeabilität und Verstärkung der endothelialen 
Barrierefunktion 
Vasodilatation und eNOS Aktivierung an EC 
fraglich bei S1P1: Vasokonstriktion, Blutdrucksteigerung bronchiale 
Hyperreagibilität, myomertiale Konstriktion an glatten Muskelzellen: 
möglicher unkompetitiver Agonismus an muskarinerger AC Rezepto-
ren 
 
 
Atriale Myozyten Bradykardie (Wirkung an atrialen Myozyten) 
 
ZNS Embryologische Neurogenese 
Astrogliale Activation und Proliferation 
Gap junction inhibition an der Blut-hirn-Schranke 
S1P2 20-27 nM Diverse Zelltypen Migrationsverhinderung von Zellen (Gegenspieler von S1P1 und S1P3) 
 
Endothelzellen Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Verminderung der endothelia-
len Barrierefunktion (Gegenspieler von S1P1/3) 
Vasokonstriktion, Blutdrucksteigerung brochiale Hyperreagibilität, 
myomertiale Konstriktion an glatten Muskelzellen (Agonismus mit 
S1P1 und S1P3) möglicher nicht-kompetitiver Agonismus an muskari-
nerger AC Rezeptoren 
Mastzellen Degranulation (noch nicht gesichert) 
S1P3 23-26 nM Diverse Zelltypen Migration von Zellen 
Zellüberleben 
Endothelzellen Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Verminderung der endothelia-
len Barrierefunktion 
Bradykardie 
Vasodilatation und eNOS Aktivierung durch EC 
Vasokonstriktion, Blutdrucksteigerung brochiale Hyperreagibilität, 
myomertiale Konstriktion an glatten Muskelzellen: möglicher unkom-
petitiver Agonismus an muskarinerger AC Rezeptoren 
 
ZNS Astrogliale Activation und Proliferation 
Gap junction Inhibition an der Blut-Hirn-Schranke 
S1P4 13-63 nM Lymphatisches Sys-
tem, glatte Muskulatur 
des Bronchialssys-
tems 
Weitesgehend unbekannte Funktionen 
S1P5 2 nM Oligodendrozyten und 
weiße Substanz des 
ZNS 
Weitesgehend unbekannt, eventuelle Modulierung der Oligodendrozy-
tenfortsätze 
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Tabelle 7: Auswahl wichtiger und möglicher Funktionen der S1P1, S1P2 und S1P3 Rezeptoren, modifiziert nach             
Brinkmann 65 
Wichtigste Funktionen auf Gefäße S1P1 S1P2 S1P3 
Migration (diverse Zelltypen)Disanza et al., 2005; Lepley et al., 2005 + - + 
Zellüberleben (diverse Zelltypen) Chalfant & Spiegel, 2005; Chun & Rosen, 2006 + X + 
Migration (lymphatisches System) Matloubian et al., 2004; Kabashima et al., 2006; Bolick et al., 
2005; Whetzel et al., 2006; Lan et al., 2005; Idzko et al., 2006; Jolly et al., 2004, 2005; Roviezzo et al., 2004 
+ X x 
Bradykardie (atriale Myozyten) Bunemann et al., 1995; Mazurais et al., 2002; Forrest et al.,2004 + X + 
Vasokonstriktion (glatte Muskelzellen) Coussin et al., 2002; Salomone et al., 2003; Zhou & 
Murthy, 
2004; Forrest et al., 2004; Hu et al., 2006; Leiber et al., 2007; 
Kume et al., 2007 
+? + + 
Blutdruckerhöhung (glatte Muskelzellen) Coussin et al., 2002; Salomone et al., 2003; Zhou & 
Murthy, 
2004; Forrest et al., 2004; Hu et al., 2006; Leiber et al., 2007; 
Kume et al., 2007 
+? + + 
bronchiale Hyperreagibilität (glatte Muskelzellen) Coussin et al., 2002; Salomone et al., 
2003; Zhou & Murthy, 
2004; Forrest et al., 2004; Hu et al., 2006; Leiber et al., 2007; 
Kume et al., 2007 
+? + + 
Verstärkung der endothelialen Barriere (EC) Singleton et al., 2005; Gon et al., 2005; Single-
ton et al., 2006; 
Sanna et al., 2006; Gon et al., 2005; Singleton et al., 2006; Sanchez et al., 2007 
 
+ - - 
Angiogenese (EC) Allende & Proia, 2002; Allende et al., 2003 + X X 
Vasodilatation über eNOS Aktivierung (EC) Dantas et al., 2003; Igarashi et al., 2003; Nofer et 
al., 2004; Theilmeier et al., 2006 
+ X + 
+=Verstärkung der Wirkung   –=Abschwächung der Wirkung       x= nicht beschriebene oder keine Wirkung    ?=fragliche Wirkung 
 
Neben den Vorkommen im lymphatischen System (S1P4) und im ZNS (S1P5) beschreiben einige Auto-
ren ein Vorkommen von S1P4/5 in EC und vSMC.66 
  
Die verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kommen an unterschiedlichen Stellen vor. Der 
Hauptrezeptor S1P1 wird ubiquitär gefunden, je nach Organ wird er aber unterschiedlich exprimiert. 
Im ZNS ist die Expression am stärksten, gefolgt von Lunge und Milz, in der sie ungefähr gleich ist. 
Etwas niedriger ist sie im Gefäßsystem und am kleinsten in der Niere65. Da der S1P1 Rezeptor en-
dothelstabilisierend wirkt, macht eine starke Expression in der Blut-Hirn-Schranke Sinn. Weitere 
Funktionen umfassen die Migration und Organisation von Blutzellen, die Angiogenese, eine 
Bradykardie und die Vasodilatation der großen Arterien über NO-Freisetzung. Diskutiert werden au-
ßerdem die Blutdrucksteigerung und eine Vasokonstriktion in kleinen Gefäßen. 
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Ferner spielt S1P1 eine große Rolle in der Vaskulogenese und kann ebenfalls durch erhöhte Scherkräf-
te und ohne physikalische Präsenz von S1P aktiviert werden. Es verhindert ein unkontrolliertes Ge-
fäßwachstum.95 Interessanterweise kann VEGF zu einer Erhöhung der mRNA Spiegel des S1P1 führen, 
obwohl die RNAs der anderen Hauptrezeptoren S1P2/3 unverändert bleiben.65 Da VEGF bereits SPHK 
Spiegel erhöht, scheint eine enge Interaktion zwischen beiden Stoffwechselwegen zu bestehen. 
Der S1P2 Rezeptor ist gewissermaßen der Gegenspieler des S1P1. Er inhibiert die Migration, erhöht 
die Permeablität und scheint auch eine Wirkung auf Mastzellen zu haben. 
S1P3 ist ein Rezeptor, der die Apoptose verhindert und damit das Zellüberleben verstärkt. Dieser 
Rezeptor teilt Funktionen des S1P1 und des S1P2. Er fördert wie S1P1 die Migration von Blutzellen und 
ruft eine Bradykardie und Vasodilatation hervor, bewirkt aber ähnlich wie S1P2 eine Steigerung der 
Permeabilität.   
Die hauptsächlich vorkommenden S1P1, S1P2 und S1P3 unterscheiden sich neben ihrem Vorkommen 
und ihrem Aufbau vor allem durch ihre Affinität zum Liganden S1P. Das Maß für die Affinität ist die 
Dissoziationskonstante Kd. Eine niedrige Dissoziationskonstante beschreibt eine hohe Affinität und 
damit eine starke Interaktion. S1P1 hat mit einem Kd von 8 nM die höchste Affinität der drei Hauptre-
zeptoren und wird daher am schnellsten aktiviert. Im Vergleich zum Kd von S1P5 (2 nM) handelt es 
sich aber eher um eine mittelhohe Affinität. Mit jeweils 20-27 nM bzw. 23-26 nM hat S1P eine ver-
gleichsweise niedrige Affinität zu S1P2 und S1P3. 
Wenn man von niedrigen S1P-Plasmaspiegeln von z.B. 100 nM ausgeht, wie Książek et al.103  sie be-
schrieben haben, wäre bei einem freien Anteil von 10% der S1P5 Rezeptor an der Blut-Hirn-Schranke 
am stärksten aktiviert, der S1P1 Rezeptor über seinen Km-Wert hinaus stimuliert und die S1P2 und 
S1P3 nur schwach stimuliert. Es wäre daher mit einer niedrigen Permeabilität zu rechnen. Steigen die 
Spiegel aber abrupt wie bei einer Infektion oder einer Hämolyse, wäre mit einer Permeabliltätserhö-
hung, einer Veränderung des Migrationsverhaltens der Blutzellen, einer verstärkten Vasodilatation 
und einer Unterdrückung der Apoptose zu rechnen. Dieses sensible Gleichgewicht erklärt die kurze 
Halbwertszeit und engmaschige Regulierung des S1P, seines Fließgleichgewichtes mit SPH und die 
Möglichkeit, durch externe Stimuli die Rezeptoren zu internalisieren.111  
Es liegt die Vermutung nahe, dass S1P2 eine „Überlastungsbremse“ ist. Er verhindert bei hohen S1P 
Spiegeln die Depletion der Lymphknoten durch übermäßige Migration.  
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Abbildung 22: Zusammenarbeit des Endothels mit den vSMC nach S1P1 oder S1P3 Aktivierung modifiziert nach   Brink-
mann 56,65 
 
1.9.3. Probleme und Herausforderungen des S1P 
 
S1P ist bei vielen Krankheitsbildern involviert. Es spielt bei schlecht bekannten Stoffwechselwegen 
eine Rolle. Seine Spiegel sind schwer zu bestimmen und neben den beschriebenen extrazellulären 
Wirkungen ist es intrazellulär ein „second Messenger“.145  Beabsichtigt ist trotz dieser Widrigkeiten, 
die oben genannten Wirkungen des S1P im Rahmen der Sepsis positiv nutzen zu können. Wichtig 
hierbei sind unter anderem die Wirkungen des S1P auf das kardiovaskuläre System. Als ein Mediator 
der Chemotaxis lockt es Blutzellen zum Ort des Geschehens an. Es liegt die Vermutung nahe, dass 
S1P die Rekrutierung von Perizyten an die Gefäßwand erhöhen kann. Damit würde S1P stabilisierend 
auf die Gefäßpermeabilität wirken. Es antagonisiert die Wirkung von VEGF, einem Zytokin, das neben 
der Proliferation von neuen Gefäßen  eine wichtige Rolle in der Regulierung ihrer Durchlässigkeit 
spielt.67  
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Abbildung 23: S1P als Gegenspieler der Permeabilität nach Sanchez69 
 
 
Die therapeutische Substitution von S1P wirft aber Probleme auf. Die kurze Plasmahalbwertszeit, die 
mögliche vasokonstriktorische Wirkung auf kleine Gefäße und die bradykardisierende Wirkung ma-
chen eine intravenöse Anwendung schwer. Zudem sind andere zum Teil auch extravaskuläre Neben-
wirkungen beschreiben worden. Hagen et al.112,113 beschrieben 2010 eine Assoziation mit neurode-
generativen Erkrankungen und eine Neurotoxizität. Sugiyama72 wies eine Neigung zur koronaren 
Vasokonstriktion und ein Verlust der Herzinotropie nach und beschrieb eine tachykarde Wirkung des 
S1P. 
Aufgrund dieser Nebenwirkungen wurde von dem bekannten Mechanismus der Steigerung der 
SPHK1 Aktivität bei Sepsis (z.B. durch TNF-α-Produktion)114 unter SPH-Gabe Gebrauch gemacht und  
den Mäusen die Vorläufersubstanz SPH intraperitoneal injiziert, um die Anflutungsgeschwindigkeit zu 
verringern. Da die Produktion und Speicherung von S1P von allem in Blutzellen stattfindet und diese 
dem Stress einer Sepsis stark ausgesetzt sind, ist von einer Störung des S1P-Stoffwechsels auszuge-
hen. Da die Blutzellen zwar reich an SPHK aber so gut wie keine S1P-Lyase besitzen, ist eine Aktivi-
tätssteigerung der SPHK1 der logische Kompensationsmechanismus dieser Dysfunktion. Die Substitu-
tion ihres Substrates SPH, könnte daher zu einer Verbesserung der Stoffwechsellage führen, indem 
das S1P in den Zielbereich geführt wird.   
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Abbildung 24: Übersicht der involvierten G-Proteine des S1P- Stoffwechsel modifiziert nach Brinkmann, V.65 
 
1.9.4. Synthetische S1P Analoga 
 
Es existieren zusätzlich noch synthetische Sphingosinanaloga, die selektiv an bestimmten Rezeptoren 
antagonistisch wirken. Beispielsweise ist das Fingolimod (FTY720) in seiner aktiven phosphorylierten 
Form FTY720-P in der Lage mit hoher Affinität bei einem Km von 0,3 nM an S1P1 zu binden und an-
schließend zu einer Internalisierung des Rezeptors zu führen. Aufgrund der schlechten Affinität zu 
S1P2 verhindert FTY720 damit die Lymphozytenrezirkulation und wirkt antientzündlich. Es wird bisher 
in der Therapie der Multiplen Sklerose verwendet.  
Tabelle 8: Affinitäten des FTY 720-P nach Brinkmann 65  
Rezeptor-Subtyp Affinität 
S1P1  0,3 nM 
S1P2  >10.000 nM 
S1P3  3,1 nM 
S1P4  0,6 nM 
S1P5 0,3 nM 
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Weitere Substanzen sind AUY945, SEW 2871, KPR 201, VPC24191 und VPC23019. In dieser Arbeit 
wird aufgrund ihrer mangelnden Relevanz nicht näher auf sie eingegangen. 
1.10. Fragestellung  
 
Nach unseren erfolgreichen Vorarbeiten (siehe 1.7.) und aufgrund der bisherigen Befunde zu 
S1P/SPH ist in dieser Arbeit die Hypothese untersucht worden, daß SPH und S1P die mikrovaskuläre 
Destabilisierung und folglich Hyperpermeabilität und Hypotonie antagonisieren kann und das Out-
come günstig beeinflussen kann. 
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2. Versuchsaufbau, Material und Methoden 
 
2.1. Mäuse 
 
C57/B6 Mäuse sind die am weitesten verbreiteten Mäuse und stellen bei Mäuseversuchen den Gold-
standard der meisten Forschungsgebiete dar. Ihr Genom wurde bereits 2002 vollständig sequen-
ziert.70 Für diese Versuchsreihe wurden allerdings vor allem Mäuse mit einem Gewicht zwischen 18 
und 25 Gramm verwendet, sodass bei ähnlicher Größe auch ein ähnlicher Konstitutionstyp vorlag. 
Alle Testmäuse waren männlich. Die für die Versuche notwendige genetische Ähnlichkeit war damit 
gegeben. Im Ruhezustand liegt die durchschnittliche Herzfrequenz in der Regel zwischen 300 und 450 
Schlägen pro Minute und der Blutdruck ist vergleichbar mit dem des Menschen. 
Alle für den Versuch verwendeten Mäuse mussten zu Beginn des Versuches gesund sein. Es wurde 
dazu ihr Gangbild und Verhalten (siehe 2.2.) als Anhaltspunkt verwendet. Kranke Mäuse wurden 
nicht zum Versuch zugelassen. Zur Unterscheidung der Mäuse sind vor allem zwei Markierungsver-
fahren verwendet worden. Zum einen wurden die Ohren der Mäuse gelöchert, oder der Schwanz 
wurde mit schwarzem Filsstift entweder an der Wurzel, an der Spitze oder in der Mitte markiert. Da 
die Tiere sofort nach Versuchsbeginn getrennt werden und einzeln im Käfig verbleiben, ist die Mar-
kierung der Tiere nur eine weitere Sicherheitsmaßnahme. Im Tierstall teilten sich maximal vier Tiere 
einen Käfig. Die Isolierung der unter Beobachtung stehenden Tiere sollte Verfälschungen der Ergeb-
nisse durch Verletzung der Mäuse untereinander vorbeugen, vor allem, weil sich innerhalb einer 
Sepsisgruppe schwerer betroffene Mäuse eventuell nicht gegen weniger Betroffene wehren können. 
Es wurden außerdem noch weitere Vorkehrungen getroffen, um die Mäuse besser zu betreuen. Das 
Futter, das normalerweise im Deckgitter des Käfigs liegt und damit eine physische Unversehrtheit der 
Mäuse voraussetzt, damit letztere sich autonom ernähren können, wurde in eine Schale innerhalb 
des Käfigs gestellt, damit auch septische Mäuse weiterhin essen können.   
 
2.2. Versuchsbeschreibung und Sepsis-Severity-Score  
 
Am Modellorganismus männlicher C57/Bl6 Mäuse, die in der Regel zwischen 18 und 25 Gramm wie-
gen, wird eine auf das Körpergewicht adaptierte Dosis von Lipopolysacchariden (im folgenden LPS) 
appliziert. Zum Zeitpunkt t = 0 h beginnt der Versuch mit einer Injektion von 20 mg/kgKG LPS. Dies 
entspricht meist einer Dosis zwischen 360 und 440 µg. Lipopolysaccharide sind hochkonservierte 
Antigene, die auf der Membran von gramnegativen Bakterien zu finden sind. Sie lösen einen fulmi-
nanten Endotoxinämieschock aus, der mit einer septischen Reaktion gleichgesetzt werden kann. Es 
bindet an das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP). 
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Abbildung 25: LPS nach Amersfort et al.144 
 
Das Lipoprotein bindende Protein präsentiert das Lipopolysaccharid als Antigen in niedrigen Dosen 
dem CD14 und TL4 (Toll-Like) Rezeptoren145, leitet so die Inflammationsreaktion ein und verhindert 
bei hohen LPS Konzentrationen eine überschießende Immunantwort.118 Die Dosis von 20 mg/kgKG 
entspricht einer Menge, die ein wenig unter der sogenannten letalen Dosis 50 (LD50) liegt. Die LD50 
beschreibt die Menge einer Substanz, eines Wirkstoffes oder eines Giftes, die ausreicht um 50% der 
Versuchsorganismen oder Versuchstiere in einem festgelegten Zeitrahmen zu töten. Bei der Maus 
liegt diese Dosis bei ungefähr 24 mg/kgKG. Es wäre also zu erwarten, dass etwas weniger als die Hälf-
te der Versuchstiere ohne das von uns etablierte Scoringsystem den Versuch überleben. Da Sepsis-
versuche allerdings sehr belastend sind, werden zu bestimmten Zeitpunkten (0, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 
72 h, 96 h und 120 h) mehrere Surrogatparameter erhoben, die die Schwere der Belastung der Maus 
durch die Blutvergiftung abschätzen sollen. Beobachtet wurden hierbei die Änderung des Verhaltens, 
das heißt die Geschwindigkeit, Art und Weise, mit denen sich die Maus durch den Käfig bewegt, die 
Schmerzen, die die Maus vor allem durch Zittern zeigt und das Vorhandensein eines hämodynamisch 
wirksamen Aszites an zwei Versuchsgruppes von jeweils 15 Mäusen. Zusätzlich wurden zum einen 
der Gewichtsverlust in Prozent des Ausgangsgewichts und Veränderungen der Atemfrequenz, soge-
nannte Dyspnoe (Atemnot) gemessen. Jedem dieser Parameter wird je nach Schwere der Ausprä-
gung ein Wert zwischen 0 und 20 zugeordnet. In dieser Versuchsreihe waren vor allem der Gewichts-
verlust und das Verhalten ausschlaggebend, weil Aszites, Dyspnoe und Schmerz die Ergebnisse meist 
nicht stark beeinflussen. Die Summe dieser Zahlen ergibt dann den Score der Maus zu einem be-
stimmten Zeitpunkt. Überschreitet dieser Score die von der Oberbayerischen Regierung festgelegte 
Obergrenze von 20 Gesamtpunkten, muss der Versuch durch Tötung der Maus beendet werden. Das 
Beenden der Maus findet meist durch einen Genickbruch statt. 
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Tabelle 9: Sepsis-severity Score 
Punkte 0 5 10 20 
Verhalten / 
Beeinträchtigung 
Normal leicht 
Moderat bis schwer 
 
Komatös 
Gewichtsverlust 0 – 5% 5 – 10% 10 – 15% > 15% 
Schmerz Kein gering mittel Stark 
Aszites Kein gering mittel Stark 
Dyspnoe Kein gering mittel Stark 
 
Der Gewichtsverlust wird anhand des Ausgangsgewichtes der Maus berechnet. Zu jedem der oben 
genannten Zeitpunkte wird das Gewicht der überlebenden Mäuse gemessen und der Gewichtsverlust 
wird sofort berechnet, um zu lange Leidensperioden zu verhindern. Ist der Gewichtsverlust zwischen 
0 und 4,99% oder hat die Maus im Vergleich zum Ausgangsgewicht (Gewicht zum Zeitpunkt 0 h) an 
Gewicht zugenommen, wird die Kategorie „Gewichtsverlust“ mit 0 Punkten evaluiert. Beziffert sich 
der Verlust zwischen 5% und 9,99% sind es 5 Punkte, bei einem berechneten Wert von 10% bis 
14,99% sind es 10 Punkte und ab 15% muss die Maus mit 20 Punkten bewertet und damit beendet 
werden. Die Gewichtsschwankungen gesunder Sham-Mäuse blieben stets unter 0,5%. 
Das Verhalten stellt eine subjektivere Zustandsgröße in dieser Versuchsreihe dar. Es wird beobachtet, 
wie sich Geschwindigkeit, Lebhaftigkeit, Gangbild, Putzverhalten, Interesse, Fluchtreflex und Be-
wusstsein der Maus verändern. Falls kein Unterschied zu einer nicht septischen Maus festzustellen 
ist, wird dies mit dem Teilscore „0“ ausgedrückt. Ansonsten beziffert sich der Score auf entweder 5 
für leichte Veränderungen des Gangbildes, 10 Punkte für deutlich langsamere Motilität und Ein-
schränkungen des Putzverhaltens und maximal 20 Punkten bei einem komatösen Zustand. Hierbei 
lässt sich die Maus in Rückenlage legen, ohne dass sie es aus eigener Kraft schafft, wieder in die für 
sie angenehmere und physiologische Bauchlage zurückzukehren.   
Für die Messung des Aszites wird die Maus wie bei einer Injektion gegriffen und es wird versucht, mit 
dem Zeigefinger danach zu tasten. Meist fällt dieser Versuch negativ aus. Auch die Dyspnoe blieb in 
der Regel subklinisch. Dies erklärt sich (wie der meist nicht vorhandene Schmerz) dadurch, dass die 
Tiere während des Versuches den partiellen Opioidrezeptoragonisten Burpenorphin (Temgesic®) 
intraperitoneal erhielten.   
Die Mäuse werden in zwei verschiedene Gruppen aufgeteilt. Eine erhält PBS (Phosphat gepufferte 
Salzlösung/Phosphate Buffered Saline) als Kontolle, die andere das Sphingolipid D-Sphingosin. Für 
unsere Versuche wurden 5 mg/kgKG SPH gegeben. Das sind 1,66 x 10-5 mol/kgKG. Bei vollständiger 
und sofortiger Aufnahme ins Blut und Umwandlung in S1P, entspräche dies (wenn 8% der Mausmas-
se Blut sind) einer 500 mikromolaren S1P Konzentration und damit dem tausendfachen der normalen 
Plasmakonzentration. Die Injektion erfolgte intraperitoneal. Damit flutet der gesamte Wirkstoff nicht 
sofort an.   
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2.3. Methoden in vivo 
2.3.1. Nicht invasive Blutdruckmessung: Das Coda Blutdrucksystem 
 
Vor Versuchsbeginn werden neben dem Gewicht auch ein Herzultraschall (Echokardiogra-
phie/Sonographie) und eine nicht invasive Blutdruckmessung durchgeführt. Die Blutdruckmessung 
findet am Schwanz der Maus statt. Dazu werden die Mäuse auf eine Wärmeplatte gelegt und es wer-
den ihnen zunächst ein sogenannter „Occlusion Cuff“ (O-cuff) auf Höhe der Schwanzwurzel und ein 
Volume-Pressure-Recording Cuff (VPR-Cuff) distal davon angelegt. Der proximale O-Cuff baut einen 
zunächst blutflussunterbindenden Druck von bis zu 250 mmHg auf, der VPR Cuff misst dabei den 
Blutfluss distal der Okklusion. Durch sequentielle Senkung des O-Cuff Drucks nimmt der Blutfluss zu 
und das Programm ermittelt daraus Werte wie den systolischen und diastolischen Blutdruck. So kann 
der Grad der Hypotension in der Sepsis sehr genau bestimmt werden, sofern er über 40 mmHg liegt. 
Die Blutdruckmessung erfolgt mit dem Coda System. Eine Annährung an die Funktionsweise gibt 
folgender Artikel wieder.119 Das modifizierte Protokoll befindet sich im Anhang.   
Ziel der ersten nicht invasiven Blutdruckmessung zu Beginn ist die Etablierung von Blutdruckwerten, 
die als Ausgangswerte („Baseline“) fungieren sollen. Eine weitreichende Komplikation des septischen 
Schocks ist eine therapierefraktäre Hypotonie. Es kann also der Blutdruckabfall der Versuchstiere 
quantifiziert werden. Am meisten beachtet wird dabei der mittlere arterielle Blutdruck (MAP). Dieser 
errechnet sich anhand des systolischen und des diastolischen Blutdruckwertes. Er wird anhand der 
Summe von einem Drittel des systolischen und zwei Drittel des diastolischen Blutdruckes errechnet. 
Die Formel lautet wie folgt:     
Das US-amerikanische National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) definiert Hypotension als 
Blutdruckwerte unter 90/60 mmHg.129 Das entspricht einem mittleren arteriellen Blutdruck von 70 
mmHg. Es muss also spätestens ab diesem Wert von einer Hypotension ausgegangen werden. 
 
 
Abbildung 26: Beispiel einer nicht invasiven Blutdruckmessung anhand des Coda Systems 
Der Blutdruck wurde zu Beginn und nach 12 h, 24 h, 36 h und am Versuchsende, nach 120 Stunden, 
gemessen. 
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2.3.2.  Zwei-Photonen Mikroskopie  
 
2.3.2.1. Zielsetzung der Mikroskopie und Injektionsnarkose der Mäuse 
Bei der Zwei-Photonen Mikroskopie werden die Mäuse narkotisiert und anschließend mit dem Ohr 
auf dem Objektträger gelegt, sodass die Permeabilität der Ohrgefäße begutachtet werden kann.  
Die Narkose (MMF) besteht aus dem Benzodiazepin Midazolam, dem α2- Rezeptoragonisten Mede-
tomidin und dem Opioid Fentanyl. Es wird kein Muskelrelaxanz verwendet und die Mäuse müssen, 
obwohl sie tief schlafen, nicht intubiert werden. Die Antagonisierung der Narkose (ANF) erfolgt mit 
dem Benzodiazepinantagonisten Flumazenil, dem Opioidantagonisten Naloxon und dem α2-
Adrenorezeptorantagonisten Atipamezol. Den narkotisierten Mäusen wird anschließend eine Nadel 
in die Schwanzvene gelegt, um ihnen über diese Kanüle TRITC-Dextrane zu applizieren. Die Extravasa-
tion des roten Farbstoffes kann dadurch sichtbar gemacht und durch Messung der Fluoreszenz quan-
tifiziert werden. Eine hohe Permeabilität spricht für eine fortgeschrittene vaskuläre Dysfunktion. 
2.3.2.2. Vereinfachtes Funktionsprinzip der 2-Photonen Mikroskopie 
Die 2-Photonen Mikroskopie beruht genau so wie die Fluoreszenzmikroskopie auf die Erregung von 
Molekülen, die Fluorophore genannt werden. Die graphische Darstellung der Absoptions- und Emis-
sionskurven dieser Fluorophore entspricht in etwa einer Gauß’schen Normalverteilung. Die Maxima 
dieser Kurven werden jeweils Absoptions- und Emissionsmaxima genannt. Der Unterschied zwischen 
2-Photonen und konventioneller Fluoreszenzmikroskopie besteht unter anderem darin, dass letztere 
nach dem Prinzip der Stokesverschiebung funktioniert. Kurzwellige höher energetische Strahlung 
wird dabei absorbiert und langwelligere energieärmere Strahlung emmitiert.  
Diese Spektrumsverschiebung funktioniert durch den Quantensprung eines Elektrons. Dies setzt eine 
Anwendung im sichtbaren Bereich des Lichtspektrums voraus (300-750/800nm). Bei der 2-Photonen 
Mikroskopie wird höherwellige zum Teil nicht sichtbare Strahlung (z.B. 860nm) verwendet. Indem 
zwei dieser niederenergetischen Photonen beinahe zeitgleich den Farbstoff erregen, kommt dies 
einer Erregung mit der Hälfte der Wellenlänge (hier 430nm) gleich. Man nennt diese Aufnahmetech-
nik „Second Harmonic Generation“ (SHG) Microscopy. Aufgrund des minimalen Zeitunterschiedes 
findet aber keine Stokesverschiebung statt. Die 2-Photonenmikroskopie benötigt einen potenten 
Laser, damit das Gewebe adäquat erregt werden kann. Sie hat aber die Vorteile, dass zum einen auf-
grund der längeren Wellenlänge eine größere Eindringtiefe möglich ist und durch die sehr fokussierte 
Erregung sensibles Gewebe geschont wird. Die 2-Photonen Mikroskopie ermöglicht so die fokussierte 
dreidimensionale Darstellung von Blutgefäßen in vivo.120  
2.3.2.3. Anwendung im Rahmen des Mausmodells 
Um ein dreidimensionaIes Bild zu erhalten, wurde am Mäuseohr eine Fläche von 0,04 mm2 (200 µm x 
200 µm) in 10 parallelen Ebenen mit jeweils 4 µm Abstand mit einem geeigneten Filter fotographiert. 
Um eine langfristige Begutachtung dieses Areals durchführen zu können, wurde nach TRITC-
Dextrangabe der Abschnitt 10 Minuten lang alle 15 Sekunden aufgenommen. So entstanden 40 Bil-
der, die Stück für Stück das Extravasationsverhalten des Farbstoffes in verschiedenen Mäusegruppen 
dokumentieren. Die Fluoreszenz ist dabei ein Indikator für die Gefäßpermeabilität121. 
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Da diese Messung mit einem neueren Laser durchgeführt wurden als die Referenzmessungen,53 ist 
von einem systemischen Fehler in der Datenakquisition auszugehen. Um die Ergebnisse dennoch 
vergleichen zu können, wurde die Kontrollkurve dieser Experimentenreihe mit einer mathematischen 
Regressionsanalyse an die Kontrollkurve aus dem oben genannten Paper angepasst und mit der er-
haltenen Funktion der Fehler in der Gruppe der behandelten Mäuse berichtigt (siehe Kapitel 4). 
Aufgrund des mit ihr verbundenen Aufwandes wurde die 2-Photonen Mikroskopie nur einmal 12 
Stunden nach Versuchsbeginn an den Mäusen durchgeführt.  
 
2.3.3. Echokardiographie  
 
2.3.3.1. Gasnarkose der Maüse 
Vor der Echokardiographie werden die Mäuse in einer kleinen Kammer durch eine Gasnarkose 
schläfrig gemacht. Die Gasnarkose wird anschließend auf der Sonographieplatte für die Dauer der 
Untersuchung aufrechterhalten. Für dieses Verfahren kommen verschiedene Narkosegase wie 
Sevofluran oder Isofluran in Frage. Aufgrund seines niedrigen Blut-Gas Verteilungskoeffizienten von 
ungefähr 0,65 flutet Sevofluran schnell an und aus und eignet sich daher für das kurze Sonographie-
verfahren. Außerdem ist es nicht schleimhautreizend und hat nachgewiesener Weise eine niedrigere 
kardiodepressive Wirkung als Isofluran. Sevofluran gilt als kardioprotektive Substanz und findet Ein-
satz in der Herzchirurgie122 oder bei kardiovaskulären Risikopatienten. Da hier kein Rückatmungssys-
tem oder Kalk verwendet wird, ist keine Compound A Bildung zu erwarten. Isofluran hat mit 1,45 
einen höheren Blut-Gas Koeffizienten und flutet damit langsamer an und aus. Es wird geringer als das 
Isofluran metabolisiert. Es hat eine vasodilatatorische Wirkung und bewirkt eine kompensatorische 
Tachykardie. Es dient daher als Stresstest, da es die kardiale Reserve der Mäuse offenbart. Während 
die Blutdruckmessung die Herz-Kreislaufleistung in Ruhe beschreibt, ist die Sonographie unter Isoflu-
ran ein Maß für die kardiale Reserve bei Erhöhung der Belastung. Deswegen wurde zur Narkose ein 
1,5% Isofluran/Luftgemisch verwendet. 
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2.3.3.2. Durchführung der Echokardiographie 
 
Abbildung 27: Echokardiographie des linken Ventrikels in der parasternalen Längsachse 
Bei der Echokardiographie werden zwei Aufnahmen (Videos) im sogenannten B-Mode und eine im 
sogenannten M-Mode aufgenommen. Anders als in der konventionellen Echokardiographie wird hier 
im B-Mode eine linksventrikuläre Bildaufnahme angefertigt. Der Fokus liegt dabei auf der linksventri-
kulären Pumpfunktion. In der Systole und der Diastole werden anschließend Ventrikelgröße und 
Form am Gerät skizziert. Dieser errechnet dann Parameter, die die Herzfunktion beschreiben. Diese 
sind unter anderem die Ejektionsfraktion,   
                  und das „Fractional Shortening“   
Dabei sind: 
EDV das enddiastolische Volumen 
ESV das endsystolische Volumen 
EDD die enddiastolische Ventrikeldimension  
ESD die endsystolische Dimension 
 
Weitere Parameter sind das Schlagvolumen sowie das Volumen, das geschätztes Gewicht des Ventri-
kels und die Oberfläche des Ventrikels. Hier wird nicht weiter auf sie eingegangen. Aus dem Schlag-
volumen und der nebenbei gemessenen Herzfrequenz lässt sich das Herzzeitvolumen berechnen. 
Darüber hinaus ermöglicht das Gerät ein Elektrokardiogramm und eine Temperaturmessung. Nach-
dem die Aufnahmen im B-Mode der Herzachse durchgeführt worden sind, werden Aufnahmen im M-
Mode angefertigt. 
Der M-Mode ergibt sich durch eine Drehung des Schallkopfes um 90° entgegen des Uhrzeigersinns 
nach dem B-Mode. Auf ihm lassen sich die Exkursionen des Myokards aufzeichnen und bewerten. 
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Auch hier ist eine Messung der Kontraktilität des Herzens möglich. Die Werte des M-Modes ermögli-
chen eine Ergänzung der B-Mode Daten.    
Diese Methoden werden jeweils vor und nach 12 Stunden nach der Sepsisinduktion durchgeführt. 
Dadurch wird eine initiale Begutachtung des kardiovaskulären Systems durchgeführt, die als Aus-
gangs- bzw. Vergleichswerte für eventuelle spätere Veränderungen in der Sepsis verwendet werden.  
Die folgende Graphik verdeutlicht die Reihenfolge der Versuche in vivo. 
 
 
Abbildung 28: Übersicht des Versuchsaufbaus 

2.4. Methoden ex vivo 
2.4.1. Organentnahme und Aufbereitung  
 
Alle Mäuse, die einen Gesamtscore von 20 Punkten erreichen, werden beendet. Um mehr Informati-
onen über die inneren Organe der Maus zu erhalten, werden der Maus Blutserum, Herz, Leber, Milz, 
Nieren, und ein Stück peripheren Muskel (meist der M. quadriceps femoris auf beiden Seiten) ent-
nommen. Herz, Leber und Milz werden halbiert und während die eine Hälfte für molekularbiologi-
sche Analysen verwendet wird, wird die andere in einen Immersionsstoff mit dem Namen „Tissue 
Tek®“ getaucht. Der Immersionsstoff, der bei Raumtemperatur flüssig ist, wird bei Temperaturen 
unter dem Gefrierpunkt fest und ermöglicht es, das betroffene Organ aufzubereiten (nach Lagerung 
Ende des Tierversuches 
Organentnahme, Im-
munhistologie, ELISA LPS Injektion 
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bei -80°C oder in Trockeneis). Das Organ wird geschnitten auf einen Objektträger aufgetragen, fixiert, 
mit Antikörpern gefärbt (siehe Anhang) und anschließend mikroskopiert. Zum Schneiden wird ein 
Kryotom verwendet, das in der Lage ist, aus dem „Organblock“ 5 µm dicke Schnitte herzustellen. 
Diese werden nach dem Färbeprotokoll zuerst aufgetaut, dann in Aceton fixiert. Nachdem anschlie-
ßend mit einem Fettstift (Dako Pen®) die Ränder aller drei sich auf dem Objektträger befindenden 
Schnitte abgegrenzt wurden, wird das Organ für eine halbe Stunde mit 30 Mikrolitern Blocking Solu-
tion (Triton+BSA) inkubiert. Anschließend wird die erste Struktur, die sichtbar gemacht werden soll, 
mit einem Antikörper gegen CD31 aus der Ratte anvisiert. Nach Inkubation mit einem geeigneten rot 
fluoreszierenden Sekundärantikörper werden die Kapillaren rot sichtbar. Nach einem Waschschritt, 
wird dieser Prozess mit zwei anderen Antikörpern wiederholt. Es handelt sich dabei um einen Anti-
körper gegen das Protein NG2 aus dem Hasen, gefolgt von einem anderen Antikörper aus der Ziege, 
der grün fluoresziert. NG2 ist ein Protein, das charakteristisch für Perizyten ist. Das detaillierte Proto-
koll befindet sich im Anhang. 
Schließlich werden die Schnitte mit DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole für die blaue Kernfärbung) 
als Mounting Agent gedeckelt und am konfokalen Mikroskop angeschaut.      
2.4.2. Mikroskopieren der Schnitte 
 
Beim Mikroskopieren wird die Anzahl an roten (Endothelzellen als Maß der Kapillarisierung) und grü-
nen (Perizyten) Signalen pro Gesichtsfeld (auch High power Field oder HPF genannt) gezählt. Ein HPF 
ist eine quadratische Sichtfläche mit einer Fläche von etwa 0,05mm². Dabei wird davon ausgegangen, 
dass die mikroskopierten Organe ein homogenes Schnittbild aufweisen.    
   
peripherer Muskel 
 
Herzmuskel 
Abbildung 29: Immunfärbung des Muskels und des Herzens. Es werden spezifisch Perizyten und Endothelzellen gefärbt. 
Um von einem homogenen Schnittbild ausgehen zu können, wird das Herz quer in einer Ebene ge-
schnitten, die einen Blick auf beide Ventrikel ermöglicht. Außerdem werden von jedem Herz 6-10 
Schnitte gemacht, die alle mikroskopiert werden. Der dadurch entstehende Mittelwert reduziert die 
dabei entstehenden Ungenauigkeiten. Dadurch dass das Mäuseherz klein ist, passt es mit seinem 
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Querdurchmesser vollständig auf den Objektträger. Hiermit lassen sich lokal auftretende Schnitte 
oder ischämisch assozierte Artefakte leichter herausrechnen.    
Vergleiche vor und nach der LPS Applikation ermöglichen eine Beschreibung der vaskulären Dysfunk-
tion in Abhängigkeit von der Zeit. 
In diesem Sinne haben wir die Perizytenzahlen der Mäuse in Herz und Muskel alle 12 Stunden ge-
messen, um einen Überblick über den durch LPS entstehenden Schaden und die Regeneration dieser 
Strukturen zu bekommen.    
Die komplementär entwickelte Färbung für glatte Muskulatur ist vollständigkeitshalber auch im An-
hang aufgeführt. Im Folgenden ist eine Übersichtsaufnahme zu sehen. 
 
Abbildung 30: Übersichtsaufnahme: Färbung von VSMC und Endothelzellen 
2.4.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) 
2.4.3.1. Die Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction 
Da es sich um sehr gut durchblutete Organe handelt, wurden die Niere und das herauspräparierte 
basale Herzstück zu molekularbiologischen Zwecken auf Trockeneis abgenommen und die RNA per 
„Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction“ für verschiedene für die Permeabilität 
wichtige Proteine isoliert.  
Dazu wird das zu untersuchende Organ in saurer Umgebung mit 1 mL Trizol®, einer Mischung aus 
Phenol und Guanidiniumthiocyanat zusammen zerkleinert. Während das Guanidiniumthiocyanat 
Proteine und RNAsen denaturiert und damit die RNA von ihrer Bindung mit ribosomalen Proteinen 
befreit, bindet das Phenol vor allem denaturierte Proteine und Lipide. Die zusätzlich zugefügten 200 
µL Chloroform trennen das organische Gemisch nach Ultrazentrifugation (für 15 min bei 4°C bei 
12000 g, dabei ist g die Erdbeschleunigung von 9,81 m.s-1) in drei Phasen. Eine dünne aqueose RNA- 
haltige Schicht sitzt einer klaren bis milchtrüben DNA haltigen Phase auf. Ganz unten befindet sich 
das Phenol mit den Proteinen und den Lipiden. Der Überstand wird in einem neuen Eppendorfgefäß 
mit einer Menge Isopropanol gemischt, die 80% des Überstandsvolumen entspricht. Nach 10 Minu-
ten Inkubation bei Raumtemperatur und einem Ausfällungszentrifugationsschritt (4°C 10 min 
12000g), wird der Überstand verworfen und das Präzipitat mit 1mL 75% Ethanol gewaschen, um 
Unreinheiten zu beseitigen. Das sehr RNAse sensible Pellet wird anschließend getrocknet und in 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) gelöst. DEPC hat den Vorteil RNAsen kovalent zu binden und so zu deak-
tivieren. Die Photometrie ermöglicht eine quantitative Bestimmung der RNA und die Gelelektropho-
rese gibt Aufschluss über ihre Qualität. Bei der Gelelektrophorese erscheint die isolierte RNA in drei 
Banden (5S, 18S und 28S RNA). Die 5S-RNA Bande kann schwächer ausgeprägt sein. Beim Auftreten 
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von mehr Banden muss von einem unsauberen Arbeiten ausgegangen werden, der zu einem Abbau 
der Nucleinsäurekette geführt hat.      
2.4.3.2. Quantitative PCR 
Nach der Extraktion wird die Bande durch reverse Transkriptase in eine cDNA umgeschrieben. Es 
entsteht ein DNA-RNA Doppelstrang. Die RNA kann enzymatisch durch die H-RNAse aufgespalten 
werden und es wird ein komplementärer DNA Strang anhand von residualen RNA-Primern syntheti-
siert. Es entsteht so ein DNA Doppelstrang, der durch PCR vervielfältigt werden kann. Dadurch kann 
auch die sich in der Probe befindende Menge an cDNA für ein bestimmtes Zielprotein genau ermittelt 
werden. Der Vorteil einer cDNA besteht darin, dass sie keine Introns besitzt und damit klar einem 
Protein zuzuordnen ist. Die genaue Zuordnung eines Proteins, zu dessen erhöhter cDNA ermöglicht 
die Identifizierung eines potentiellen Angriffspunktes für Therapeutika bei der Sepsis. 
Im Unterschied zur normalen PCR, bei der in 3 Schritten der DNA Gehalt einer Probe verdoppelt wird, 
wird bei der quantitativen PCR (qPCR) eine Farbsonde verwendet, dessen Fluoreszenz die Menge an 
DNA wiedergibt, die sich in der Probe befindet. Die Sonde ermöglicht eine Bestimmung der Menge in 
Echtzeit. Gemessen wurden die jeweiligen cDNAs für das Interleukin 6, das CCL2, für VE und N-
Cadherine und die Sphingosin verstoffwechselnden Enzyme SPH Kinase und S1P Lyase. (siehe Kapitel 
1) 
 
2.4.4. IL-6 ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
 
2.4.4.1. Blutaufbereitung und Serumgewinnung 
Das abgenommene Blut wird durch Heparin ungerinnbar gemacht und anschließend 20 Minuten lang 
bei 4°C mit 6000 Umdrehungen pro Minute (RPM) ultrazentrifugiert, sodass sich das Plasma von den 
zellulären Bestandteilen trennt. Das entspricht einer g-Kraft von 3421,08g, bei einem Zentrifugenra-
dius von 85 mm. Außerdem wird das Plasma durch Zugabe von Heparinsulfat ungerinnbar gemacht 
und somit serumähnlich. Um den Schweregrad der Sepsis zu messen, können verschiedene Proteine 
im Serum gemessen werden.  
Da sich in der Sepsis unter anderem die IL-6 und TNF-α Spiegel erhöhen, kann ein ELISA dieser Sub-
stanzen im Serum diese Entzündungsreaktion bestätigen. Im Rahmen der Sepsiskontrolle haben wir 
uns auf die Messung des IL-6 begrenzt.  
Die CRP-Produktion wird durch hohe Blutspiegel von IL-6 induziert. Das bedeutet, dass das Messen 
von CRP-Spiegeln keinen Mehrwert an Informationen bietet. In vergangenen Experimenten unserer 
Arbeitsgruppe wurde außerdem gezeigt, dass hohe TNF-α Spiegel mit hohen IL-6 Spiegeln einherge-
hen.  
2.4.4.2. Durchführung des IL-6-ELISA 
Die IL-6 Spiegel im Serum werden durch einen ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), gemes-
sen. Der ELISA bedient sich Antikörper gegen bestimmte Proteine, die im weiteren Prozess fluores-
zenzgefärbt werden, um durch eine Absorptionsmessung auf Proteinkonzentrationen im Serum zu-
rückschließen zu können. Der Test wird durch Proben geeicht, dessen IL-6 Konzentrationen vorher 
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bekannt sind und die Erstellung einer Eichkurve ermöglichen. Sollten die Werte außerhalb dieser 
Kurve liegen, ermöglicht das Beer-Lambert’sche Gesetz, das besagt, dass für eine bestimmte Wellen-
länge die Proportionalität zwischen Konzentration eines Stoffes, Extinktion dieses selben Stoffes, 
Dicke des Kolben, in dem sich die zu untersuchende Flüssigkeit befindet und einem konstanten Ex-
tinktionskoeffizienten definiert, die Berechnung der Konzentration. Die Höhe des IL-6 Elisawert soll 
nur klarstellen, ob die Maus einen septischen Krankheitsverlauf durchlaufen hat. Der von uns gesetz-
te Grenzwert liegt dabei bei 500 pg/mL. IL-6 Werte in früheren Versuchen waren in der Regel so 
hoch, dass eine Verdünnung des Serums auf 1:100 etabliert wurde, damit die Sensitivität des Testes 
nicht abnimmt.  
Erreicht ein IL-6 Wert nicht den gewünschten Zielwert, muss von einem non-Responder ausgegangen 
werden, das heißt einer Maus, die entweder fehlinjiziert, oder keine Reaktion auf den LPS Reiz zeigt. 
Diese Maus wird dann aus der Versuchsreihe herausgerechnet. Das von R&D System veröffent-
lichte Protokoll für den IL-6 Elisa befindet sich im Anhang. 
Mit 50 µL verdünntem Mausplasma können mit diesem Assay IL-6- Werte zwischen 7,8 und 500 
pg/mL am genausten bestimmt werden. Anschließend wird der Verdünnungsfaktor herausgerechnet. 
Bei einer Verdünnung beschreibt der Herrsteller eine maximale Abweichung der Standardkurve von 
10%. Des Weiteren beschreibt er einen logarithmischen Zusammenhang zwischen der beobachteten 
Absorption und der Konzentration des IL-6.   
 
Abbildung 31: Die gemessene optische Dichte als Funktion der IL-6 Konzentration nach Anleitung von R&D Systems141 
Bei der Eichung unserer Standardkurve war eine kleine Abweichung von dieser logaritmischen Dar-
stellung zu beobachten. Auf dem Intervall zwischen 7,8pg/mL und 500pg/mL war die lineare Darstel-
lung die präziseste. Die folgende Tabelle 10 gibt die Regression wieder, die die verschiedenen Model-
le vergleicht hat. Es bleibt zu erwähnen, dass auch die anderen Modelle validiert werden können. 
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Tabelle 10: Regressionsmöglichkeiten für die Modellisierung der IL-6-ELISA-Konzentration  
Konzentration 1.Modell 2.Modell 3.Modell 4.Modell 
Modellform Log reg Log reg Linear Linear 
4 0,037 0,018 0,037 0,018 
8 0,035 0,025 0,035 0,025 
16 0,044 0,037 0,044 0,037 
31,25 0,042 0,095 0,042 0,095 
62,5 0,099 0,193 0,099 0,193 
125 0,183 0,276 0,183 0,276 
250 0,347 0,469 0,347 0,469 
500 0,851 0,862 0,851 0,862 
A 19,52 12,02 0,0016 0,00169 
B 0,00969 0,0108 0,0024 0,037 
C 0,98 0,902  X 
MSE 0,00049 0,00266 0,00120 0,000977 
r    0,994 0,995 
r²   0,987 0,990 
Extinktionsformeln 
 
Modell 1: E=0,98/(1+19,52* e -0,00969*[IL6]) 
Modell 2: E= 0,902/ (1+12,02e-0,0108*[IL-6]) 
Modell 3: E=0,0016*[IL6]+0,0024 
Modell 4: E= 1,69*[IL6]+0,037 
minima im Modell 0,048 0,069 0,0024 0,037 
 
Die hier angegebenen Standardextinktionen sind der Mittelwert der Extinktionen zweier „Wells“. Mit 
einem Hochleistungstaschenrechner/Calculator der Marke „Casio ClassPad 300Plus ™“ und dem Re-
gressionsprogramm „Regressi“ wurden anschließend alle Messserien mathematisch modellisiert und 
die mittleren quadratischen Abweichungen (MSE) bestimmt. Dabei wurden die zwei besten Messse-
rien jeweils mit einer linearen und einer sigmoidalen Funktion modellisiert. Zwar ist der MSE im ers-
ten Modell am niedrigsten, allerdings wäre das Minimum der Funktion mit 0,048 so hoch, dass der 
Test keine Konzentrationen unter 16 pg/mL genau messen könnte. Das zweite und letzte Modell 
zeigen ein ähnliches Problem. Nur im dritten Modell liegt das Minimum der vorgeschlagenen Funkti-
on unter dem Extinktionswert, der einer Konzentration von 4 pg/mL entspricht. Aus diesem Grund 
haben wir uns für ein lineares Modell bei der Berechnung der [IL-6] im heparinisierten Mausplasma 
entschieden. Der Herrsteller schlägt zwar eine logaritmische Darstellung vor, weist aber auch darauf 
hin, dass immer die Form der Standardkurve der jeweiligen Messung ausschlaggebend für den ma-
thematischen Zusammenhang sei. Auch das Beer-Lambert’sche Gesetz sieht einen solchen linearen 
Zusammenhang zwischen beiden Zustandsgrößen vor.  
Beim Menschen sind normale IL-6 Spiegel im Bereich von 1 pg/mL und septische Werte reichen je 
nach Literatur bis 1000 pg/mL. In der Literatur sind ähnliche Minimalwerte für die Maus beschrieben, 
der Herrsteller des IL-6 ELISA beschreibt aber nach LPS Injektionen von 15 µg IL-6 Werte in der Grö-
ßenordnung von 30 000 pg/ml. Unerwähnt bleibt dabei Größe und Gewicht der verwendeten Mäu-
se.142 Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitaus höhere Werte gefunden. Dies ist vor allem durch die 
höhere Dosis LPS zu erklären. 
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2.4.5. Messung der LPS induzierten Aktivität verschiedener Leukozy-
tenpopulationen anhand von MACS und FDG 
 
Um die Reaktion des Körpers auf das LPS besser zu verstehen und einen besseren Einblick in das 
Krankheitsbild der Sepsis erhalten zu können, haben wir uns zusätzlich mit der Frage beschäftigt, 
welche Zellen genau an dem LPS-vermittelten Schaden beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden 
100mL Humanblut in Citrat-Blutröhrchen abgenommen und der Buffy Coat aus diesem Blut isoliert. 
Dazu wird das Blut langsam in 45° Schräglage auf „Monocyte separation Medium“ von Promocell 
gegeben, das die Leukozyten von den restlichen Blutzellen nach Zentrifugation bei 440g für 40 Minu-
ten bei Raumtemperatur ohne Bremse auftrennt, anschließend werden die Monozyten drei Mal 10 
Minuten gewaschen, einmal bei 360g, zwei Mal bei 200g um Thrombozyten herauszuwaschen. Die 
Makrophagen werden anschließend von den restlichen Leukozyten durch den so genannten Mag-
netic activated cell sorting (MACS-) Assay getrennt. Das MACS beruht darauf, dass Leukozyten mit 
speziellen Antikörpern inkubiert werden, die an alle Zellen binden, die nicht Monozyten sind. An-
schließend wird ein Antikörper appliziert, der alle gebundenen Antikörper erkennt und wiederum an 
sie bindet. Jener zweite Antikörper sind mit polysaccharidummantelten Eisenkomplexen gelabelt, 
wodurch sie und ihre Zielzellen in einem Magnetfeld zurückgehalten und gewonnen werden können 
(positive Selektion) oder selektiv zurückgehalten werden, um den Rest der Probe zu analysieren (ne-
gative Selektion). Da die Hauptzielzellen für das LPS/S1P bei diesem Versuch ermittelt werden soll-
ten, wurde diese Methode verwendet um die Zellen zu trennen (sowohl positive als auch negative 
Selektion) und beide Ergebnisse zu miteinander zu vergleichen.   
Monozyten werden bei einer Trennung mithilfe von Antikörper durch eben diese Antikörper akti-
viert, was zu einer Differenzierung zu Makrophagen führen würde. Der Ansatz beim MACS ist daher 
alle anderen Leukozyten durch magnetisch gelabelte Antikörper in dem Magnetfeld zurückzuhalten, 
sodass nur die Makrophagen durchlaufen können (negative Selektion). Nach Abschalten des Magnet-
feldes können auch die anderen Leukozyten gewonnen werden (positive Selektion). Die gewonnenen 
Zellen werden anschließend in verschiedenen Medien kultiviert (siehe Tabelle 11). Dabei wird der 
Effekt der immunologisch wirksamen Substanzen Interleukin 4, 10 und TNF-α zusammen mit LPS und 
S1P auf die zwei Zellpopulationen analysiert und quantifiziert. TNF-α wirkt als Immunstimulator auf 
Makrophagen aktivitätssteigernd. Die Interleukine 4 und 10 sollen als antiinflammatorische Substan-
zen die überschießende Immunreaktion begrenzen.  
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 Tabelle 11: Zusammensetzung der verschiedenen Medien der Leukozytenkultur 
 IL 4, IL 10 
und TNF-α 
LPS S1P Monozyten oder rest-
liche Zellen 
M1A - - - Monozyten 
M1B - - + Monozyten 
M1C - + - Monozyten 
M1D - + + Monozyten 
M2A + - - Monozyten 
M2B + - + Monozyten 
M2C + + - Monozyten 
M2D + + + Monozyten 
R1A - - - Restliche Zellen 
R1B - - + Restliche Zellen 
R1C - + - Restliche Zellen 
R1D - + + Restliche Zellen 
R2A + - - Restliche Zellen 
R2B + - + Restliche Zellen 
R2C + + - Restliche Zellen 
R2D + + + Restliche Zellen 
 
Um ein adäquates Korrelat des Aktivitätszustandes der beiden Zellpopulation zu bekommen, wird die 
Glucoseaufnahme nuklearmedizinisch durch die Gabe von Fluordeoxyglucose (FDG oder 18F-2FDG) 
bestimmt. Fluordeoxyglucose ist ein Metabolit, der D-Glucose chemisch ähnelt und damit ein Glu-
coseanalogon ist. Während das am häufigsten in der Natur vorkommende Fluorisotop 19 Neutronen 
hat, charakterisiert sich FDG durch ein radioaktives Fluor mit 18 Neutronen. Dieses zerfällt unter 
Abgabe eines Positrons mit einer Halbwertszeit von 109,771 Minuten.128  FDG ist der am häufigsten 
eingesetzte Tracer für die Positronenemissionstomographie (PET), der meist für onkologische Frage-
stellungen eingesetzt wird. Aufgrund seiner chemischen Ähnlichkeit zu Glucose (eine Fluorgruppe 
ersetzt hier eine Hydroxygruppe) wird FDG zunächst durch die Glucose-Transporter aufgenommen 
und im Sinne der Glycolyse durch die Hexokinase phosphoryliert. Da es nicht wie Glucose-6-Phosphat 
durch die Glucose-6-Phosphat Isomerase verstoffwechselt werden kann, aber die Zelle in dieser Form 
nicht verlassen kann und die Dephosphorylierung ein langwierigerer Prozess als die Phosphorylierung 
ist, akkumuliert das FDG vor allem in Zellen mit hoher GLUT- Dichte (z.B Tumorzellen), das heißt in 
Zellen mit hohem Umsatz. In diesem Falle nehmen aktivere Leukozyten mit erhöhter Stoffwechselak-
tivität mehr FDG auf, als jene im Ruhezustand. Durch Messung der Aktivität, das heißt der Anzahl 
nuklearer Zerfälle pro Zeiteinheit, können Rückschlüsse auf die Aktivität der Zelle gezogen werden. 
Um Artefakte durch mehr Zellen in einer Probe entgegenzuwirken, muss die Aktivität auf den Pro-
teingehalt der Proben (und damit proportional zur Zellzahl) normiert werden. Auf diese Weise kann 
dann eine Beschreibung des Aktivitätszustandes der verschiedenen Leukozytengruppen stattfinden. 
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2.5. Material und Regressionsverfahren 
 
2.5.1. Chemikalien  
 
Aceton Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE  
Benzonase, Nuclease Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE 
Bupernorphin (Temgesic®) Essex Pharma GmbH, München, DE  
Caesiumchlorid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE  
Chloroform Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE  
EDTA Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE 
Eisessig Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE 
Ethanol 99,5% Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Formaldehyd 37% Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Isopropranol Merck KgaA, Darmstadt, DE  
Kaliumhexacyanidoferrat(II) Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Kaliumhexacyanidoferrat(III) Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
KCl Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
KH2PO4 Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
LPS aus E. coli Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Na2HPO4 Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
NaCl Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Trizma® base Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
 
2.5.2. Histologie  
 
Acrodisc® Filter Pall, Dreieich, DE  
Antibody Diluent Dako Cytomation, Hamburg, DE  
Deckgläser Gerhard Menzel, Braunschweig, DE  
Vecta Shield Mounting Medium with DAPI Vector Laboratories, Burlingame, USA   
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2.5.3. Operationszubehör / Tierhaltung  
 
1M Kaliumchlorid Baxter, Unterschleißheim, DE  
4kDa TRITC-Dextran Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, DE  
Atipamezol (Revertor®) CP-Pharma, Burgdorf, DE  
Durapore Pflaster 1,25 cm 3M Deutschland GmbH, Neuss, DE  
Fentanyl (Fentanyl-Janssen)-Cilag, Neuss, DE  
Flumanzenil (Anexate®) Roche, Mannheim, DE  
Futter Dox S8031-P001 PS M-Z ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, DE  
Futter Standard Mäuse ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, DE  
Käfig Eurostandard Type II L Tecniplast S.p.A., Buguggiate, IT  
Lignocel Einstreu J. Rettenmaier & Söhne, Rosenberg, DE  
Medetomidin (Dorbene Vet®) Pfizer Tiergesundheit, Berlin, DE  
Midazolam (Midazolam Ratiopharm,) Ulm, DE  
Mikroliterspritze 710N Hamilton, Reno, USA  
NaCl 0,9% B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE  
Naloxon (Naloxon Inresa), Freiburg, DE  
Noradrenalin (Arterenol®) Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, DE  
Pilca Med ASID BONZ, Herrenberg, DE  
Portex® Fine Bore Polythene Tubing Smiths Medical, Grasbrunn, DE  
Isofluran, Forane® Salvadidias 
Sonosid Ultraschallgel ASID BONZ, Herrenberg, DE  
Sterican® 30 G x ½ B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE  
Tissue Tek Einbettmedium Sakure Fintek Europe, Zoeterwoude, NL  
Vialon 22G Kanüle BD Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE  
 
2.5.4. Geräte  
 
15L8 Schallkopf Siemens, München, DE  
Acuson Sequoia 512 Siemens, München, DE  
Axiocam HRc Carl Zeiss, Jena, DE  
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Axiovert 100M Carl Zeiss, Jena, DE  
Axiovert 200M Carl Zeiss, Jena, DE  
BNC Connector Block HSE, Hugstetten, DE  
BX 51 Mikroskop Olympus, Hamburg, DE  
CODA 2 Blutdruckgerät Kent Scientific Corporation, Torrington, USA  
DC Bridge Amplifier HSE, Hugstetten, DE  
T301 A/D-Wandler-Messkarte Data Translation, Bietigheim-Bissingen, DE  
Heizblock Perkin Elmer, Überlingen, DE  
Inkubator Binder CB150 Binder GmbH, Tuttlingen, DE  
Inkubator EB55 Jouan GmbH, Unterhaching, DE  
Laboport Vakuumpumpe KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE 
Leica Cryostat 3050 Leica Microsystems, Wetzlar, DE  
LSM510 META Carl Zeiss, Jena, DE  
MiniMACS-Platten Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
My IQ real-time PCR detection system Biorad Laboraties GmbH, München, DE 
OPO Chameleon Oszillator APE, Berlin, DE  
Optima ® L-80XP Ultrazentrifuge Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE 
Refraktometer PCE Instruments, Meschede, DE  
Rotor Ti 70 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE 
Superfrost Plus Objektträger Thermo Fisher Scientific, Waltham, DE  
SW-28 Rotor Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE  
Tiefkühlschrank (-80) Colora UF80 450-S Colora Messtechnik GmbH, Lorch, DE 
Transducer Control Unit Millar Instruments, Huston, USA  
TriMScope LaVision Biotec, Bielefeld, DE  
Ultra II Titan: Saphir-Laser Coherent, Dieburg, DE 
Ultraschallbad (Sonorex TK52H) Bandelin electronic, Berlin, DE 
Vortex-Genie 2 Bender & Hobein AG, Zürich, CH  
Waage Scout Ohaus Europa, Nänikon, CH  
Wärmeplatte FMI Föhr Medical Instruments, Seeheim, DE 
Zentrifuge: Rotina 420 R Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, DE 
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2.5.5. Software  
 
DASYLAB National Instruments Germany GmbH, München, DE  
ImageJ U. S. National Institutes of Health, Bethesda, USA  
LSM 5 Image Browser Carl Zeiss, Jena, DE  
MyIQexe. Version: 1.0.410 Biorad Laboraties GmbH, München, DE 
Software Axiovision Version 4.7 Carl Zeiss, Jena, DE  
 
2.5.6. Kits  
 
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE  
GoScript® Reverse Transcriptase Promega GmbH, Mannheim, DE  
IL-6 ELISA Quantikine ® R&D Systems Minneapolis, USA 
Pan monocyte isolation kit (MACS) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
 
 
2.5.7. Zellkultur  
  
Fetal calf serum Biochrom AG, Berlin, DE  
Sterican 16G Kanüle B. Braun Melsungen GmbH, Melsungen,  
Trypsin / EDTA 0,05% / 0,02% Biochrom AG, Berlin, DE  
Zellkulturplatten, 6-well Biochrom AG, Berlin, DE  
Zellkulturschalen 147,8 cm2 Biochrom AG, Berlin, DE  
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2.5.8. Primer  
 
IL6-fw qPCR Primer (mouse) CTGCAAGAGACTTCCATCCAG 
IL6-rev qPCR Primer (mouse) AGTGGTATAGACAGGTCTGTT 
Ccl2-fw qPCR Primer (mouse) TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA 
Ccl2-rev qPCR Primer (mouse) GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT 
S1P-Lyase1-fw qPCR Primer (mouse) GCTGTGCCCATACCCTGA 
S1P-Lyase1-rev qPCR Primer (mouse) ACGTAAGATCGAACAACAGGTG 
S1P-Kinase-fw qPCR Primer (mouse) GGTGAATGGGCTAATGGAACG 
S1P-Kinase-rev qPCR Primer (mouse) CTGCTCGTACCCAGCATAGTG 
VECad-fw qPCR Primer (mouse) GTCGATGCTAACACAGGGAATG 
VECad-rev qPCR Primer (mouse) AATACCTGGTGCGAAAACACA 
Ncad-fw qPCR Primer (mouse) AGGCTTCTGGTGAAATTGCAT 
Ncad-rev qPCR Primer (mouse) GTCCACCTTGAAATCTGCTGG 
GAPDH-fw qPCR Primer (mouse) TCCTGCACCAACACCTGCTTA 
GAPDH-rev qPCR Primer (mouse) TGGATGCAGGGATGATGTTCTGG 
 
2.5.9. Antikörper 
 
Tabelle 12: Verwendete Antikörper  
Antikörper Bestell-Nr Hersteller 
Goat Anti-Rabbit Alexa 488 A11008 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 
DE 
Cy3 Donkey Anti-Rat 712-165-153 Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
Kontrollantikörper AP112 Merck Millipore, Billerica, USA 
NG2 AB5320 Merck Millipore, Billerica, USA 
PECAM-1 BM4086 Acris, Herford, DE 
Anti-Actin, Alpha-Smooth 
Muscle-Cy3 mouse monoclo-
nal 
C6198 Sigma-Aldrich Biochemie 
GmbH, Hamburg, DE 
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2.6. Statistik  
 
Die im folgenden Kapitel präsentierten Ergebnisse sind mit dem jeweiligen Standardfehler angegeben 
(Mittelwert ± Standardfehler). Um festzustellen ob es sich bei den jeweiligen Gruppen um reine 
Trends oder signifikante Unterschiede handelt wurde vor allem mit ungepaarten T-Tests gearbeitet. 
Dabei wurden die verschiedenen Signifikanzniveaus auf  p-Werte von jeweils unter 0,05 und unter 
0,001 gesetzt und jeweils mit „*“ und „**“ markiert. 
Die durchgeführten Regressionsanalysen wurden mit einem Hochleistungstaschenrechner (Calculator 
der Marke „Casio ClassPad 300Plus) durchgeführt. Dabei wurde meist auch ein lineares, ein exponen-
tiales und ein logarithmisches Model neben den anderen präsentierten Modellen getestet. Darüber 
hinaus wurde der χ2-Test verwendet, um zu analysieren, wie sich ein schlechter Blutdruck auf das 
weitere Überleben der Mäuse auswirkt. Die Erklärung dieses Verfahrens findet sich im Kapitel 4. 
Stoffkonzentrationen wurden mit „[Stoff]“ markiert. Mit [mg] und [Bq] sind allerdings die Dimension 
von atomarem Zerfall, das heißt 10-3 g und s-1 gemeint. „n“ bezeichnet die Größe der Stichprobe. 
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3. Ergebnisse  
3.1. qPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction 
Aufgrund der oben beschriebenen Nebenwirkungen von S1P (siehe Kapitel 1.9), die mit dem Sepsis-
versuch selbst interferieren könnten, wurde die Vorläufersubstanz D-Sphingosin (SPH) verwendet. 
Diese wurde 12 Stunden im Voraus injiziert, um sicherzustellen, dass zum Sepsisbeginn ausreichende 
S1P-Spiegel im Blut vorhanden sind. Um feststellen zu können, wie die Gabe von SPH ihre eigenen 
Metabolisierungswege langfristig beeinflusst, wurden anhand einer quantitativen Polymerase Chain 
Reaction (qPCR) die relativen Spiegelveränderungen der mRNAs der S1P Lyase und der SPH-Kinase im 
Vergleich zur mRNA der Glycerinaldehyd-3-phosphat dehydrogenase (GAPDH) gemessen. Die oben 
genannten Enzyme sind zusammen mit der S1P-Phosphatase die S1P- metabolisierenden Enzyme. 
Hierfür wurden Herz- und Nierenproben verwendet, die nach 12 Stunden entnommen und zum Teil 
mit LPS (PBS als Kontrolle) stimuliert wurden. Das LPS soll dabei die Sepsisbedingungen widerspie-
geln. 
Zusätzlich wurden die relativen mRNA Spiegelveränderungen der N- und V-Cadherine gemessen, um 
die Reaktion des Endothels zu quantifizieren. 
Ferner wurde anhand der mRNA der Inflammationsmediatoren CCL2 und IL-6 die Entzündungsaktivi-
tät nach LPS Gabe gemessen. 
  
3.1.1. qPCR des Herzgewebes 
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Abbildung 32: Relative mRNA-Spiegel der Adhäsionsmoleküle VE-und N-Cadherine im Herzmuskel in Abhängigkeit von 
den applizierten Substanzen 
 
 
Abbildung 33: Relative mRNA-Spiegel der Entzündungsmediatoren IL-6 und CCL2 Enzyme im Herzmuskel in Abhängigkeit 
von den applizierten Substanzen 
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Abbildung 34: Relative mRNA-Spiegel der S1P-metabolisierenden Enzyme im Herzmuskel in Abhängigkeit von den appli-
zierten Substanzen  
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. stellt die Konzentration von Cadherin-mRNA 
bei den verschiedenen Mäusegruppen dar. Sie zeigt, dass unbehandelte Mäuse VE- und N-Cadherin-
RNA-Basiswerte von jeweils 10,3 ± 0,8 und 9,4 ± 0,4 auf GAPDH-RNA normierte Einheiten (im Folgen-
den „GE“) haben. Bei Gabe von SPH sinken beide Werte ungefähr um ein Drittel auf 7,3 ± 1,7 GE bzw. 
6,2 ± 1,6 GE. Bei Gabe von LPS vermindern sich beide Werte stärker. Die VE-Cadherinspiegel fallen 
um fast zwei Drittel auf 3,7 ± 1,6 GE ab, während sich die N-Cadherine um weniger als die Hälfte auf 
5,4 ± 3,9 GE gegenüber den Ausgangswert reduzieren. Gibt man schließlich beide Substanzen hinzu, 
ist die Abnahme der relativen RNA Spiegel kleiner als bei der Gabe einer der Substanzen. Die VE- und 
N-Cadherinwerte sinken jeweils auf 9,2 ± 5,0 GE bzw. 7,1 ± 3,1 GE. 
Im Rahmen der Quantifizierung der Entzündungsreaktion wurden die mRNAs von CCL-2 und IL-6 ge-
messen (Abbildung 33). Die Ausgangswerte von 2,52 ± 1,5 und 3,29 ± 2,3 GE nehmen während der 
Experimente zu. Bei der SPH Gruppe erhöht sich vor allem der CCL2-mRNA fast um das Zehnfache auf 
22,18 GE. Letzterer Wert ist aufgrund der hohen Standardabweichung von 18,5 GE mit Vorsicht zu 
bewerten. Der IL-6-mRNA Wert steigt knapp um die Hälfte, nämlich auf 4,89 ± 1,7 GE. In der LPS 
Gruppe ist auch eine Steigerung beider Werte zu beobachten. Die relative mRNA für CCL2 erhöht sich 
auf 33,38 ± 21,4 und die für IL-6 auf 9,78 ± 3,4 GE.  
Bei der Kombination beider Substanzen lässt sich ein Summationseffekt feststellen. Beide mRNA-
Werte steigen nämlich stärker an. Der für das CCL2 nimmt um das 35-fache auf 89,90 ± 55,7 GE zu, 
während das IL-6 um das 8-fache auf 25,3 ± 8,4 zunimmt. Diese Variation ist als Indiz für eine Ver-
stärkung der Inflammationsreaktion durch beide Substanzen anzusehen. 
Abbildung 34 stellt die jeweiligen mRNA-Spiegel der S1P-metabolisierenden Enzyme dar. Die Basis-
werte für nicht behandelte Mäuse liegen für die RNA der SPH-Kinase und der S1P-Lyase jeweils bei 
1,26 ± 0,2 bzw. 2,39 ± 0,3 GE. Bei den Versuchstieren, die mit SPH behandelt worden sind, verändern 
sich diese Werte nach 12 Stunden kaum. Die SPH-Kinase-mRNA steigt leicht auf 1,39 ± 0,4 und die 
der S1P Lyase sinkt auf 1,81 ± 0,8 GE. Nach 12 Stunden lässt sich also im Herzen nicht die in der Lite-
ratur beschriebene Induktion der SPH-Kinase durch ihr Substrat SPH beobachten. Der Spiegel der 
SPH-Kinase-mRNA vervierfacht sich auf 5,61 ± 3 GE, während sich die S1P Lyase-mRNA mit 2,242 ± 
0,2 GE kaum verändert. Auch bei der Gabe beider Substanzen bleibt die S1P Lyase-mRNA Konzentra-
tion mit 2,77 ± 0,6GE weitgehend konstant. Der Spiegel der mRNA des S1P-produzierenden Enzyms 
SPH Kinase erhöht sich um einen Faktor 8, das heißt auf 9,87 ± 3,1 GE. Dies lässt sich am ehesten 
durch den verzögerten Sphingolipidmetabolismus im Rahmen der Sepsis erklären.  
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3.1.2. qPCR des Nierengewebes 
 
Abbildung 35: Relative mRNA-Spiegel der S1P-metabolisierenden Enzyme in der Niere in Abhängigkeit von den applizier-
ten Substanzen  
 
Zur Vervollständigung der Daten ist mit Abbildung 35 die qPCR der S1P Kinase und Lyase in der Niere 
abgebildet. Der Befund der Abbildung 35 entspricht trotz der kleinen Stichprobe, dem der Abbildung 
34. Die Gabe von SPH oder eine Entzündungsreaktion induzieren eine starke Expression der S1P Kina-
se ohne eine nennenswerte Veränderung der S1P Lyase herbeizuführen. Bekanntlich wird S1P durch 
die SPH Kinase synthetisiert und von der S1P-Lyase irreversibel abgebaut. Steigt die Produktion der 
SPH-Kinase, wie es ihre vermehrten mRNA Spiegel vermuten lassen, ist es als Zeichen dafür zu wer-
ten, dass sich das Gleichgewicht zwischen dem Edukt SPH und seinem Produkt S1P zu Gunsten des 
S1P verändert. Die SPH Gabe korreliert folglich mit einer Erhöhung der S1P Spiegel. Inwiefern die 
Erhöhung der S1P-Konzentration den Verlauf einer Sepsis beeinflusst, wird in der weiteren Ergebnis-
darstellung thematisiert. In den folgenden Abschnitten werden zur Beantwortung dieser Frage die 
folgenden Größen erhoben: Gesamtscore, Echokardiographie, Permeabilität am Ohr der Maus, Peri-
zyten und Endothelzellquantifizierung im Herzen und Muskel, mittlerer arterieller Blutdruck, Überle-
benskurve und ELISA. 
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3.2. Der Sepsis Severity-Score 
In diesem Abschnitt werden die verschiedenen Parameter behandelt, deren Summe den Score bildet: 
der Gewichtsverlust und die Verhaltensveränderung. 
3.2.1. Gewichtsverlust 
 
 
Abbildung 36: Prozentualer Gewichtsverlust als Funktion der Zeit nach Sepsisinduktion  
 
In keiner der beiden Gruppen ragt der Gewichtsverlust in Prozent zu einem bestimmten Zeitpunkt 
heraus. Zu jedem der vorgegebenen Zeitintervalle haben die Werte diegleiche Größenordnung. Zwar 
liegt der Gewichtsverlust bei der Kontrollgruppe über die gesamte Versuchsdauer immer leicht höher 
als bei der SPH Gruppe, nämlich 7,9 ± 0,4% gegen 7,3 ± 0,5% nach 12 Stunden bzw. 10,5 ± 0,5% ge-
gen 10,0 ± 0,8% nach 24 Stunden, diese Differenz von kaum 0,5 Prozentpunkten ist aber nicht ausrei-
chend um ein relevantes Signifikanzniveau im t-Test zu erreichen. Festzustellen ist die Tatsache, dass 
zu den genannten Zeitpunkten die p-Werte über 0,3 liegen. Es wäre an dieser Stelle aufschlussreich 
gewesen, herauszufinden, welche der beiden Gruppen in der Erholungsphase der Sepsis einen besse-
ren Score aufweist. Da keine Kontrolltiere so lang überlebt haben, ist dieser Vergleich nicht möglich. 
Die Verbesserung des Gewichtes tritt bei den behandelten Tieren meist zwischen 36 bis 48 Stunden 
nach Versuchsbeginn ein. In diesem Zeitraum kann sich das Initialgewicht unterschiedlich schnell 
zurückbilden: entweder schlagartig (z.B. von 12,27% auf 2,23%) oder weniger schnell (z.B von 11,88% 
auf 8,92%). Bei den überlebenden Mäusen ist zudem zu vermerken, dass sich gegen Ende des Ver-
suchs eine Gewichtszunahme von durchschnittlich 4,98% ± 0,01% im Vergleich zum Ausgangsgewicht 
einstellt.  
Nicht nur der Vergleich beider Gruppen ist hier von Bedeutung, sondern auch der Vergleich innerhalb 
der gleichen Versuchsgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten. Wenn man mit einem t-Test die Kon-
trollgruppe an zwei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten vergleicht, sieht man an den  p-Werten 
<0,001 (z.B. Mäuse nach 12 h im Vergleich mit Mäusen nach 24 h: p=4,93.10-4), dass der Gewichtsver-
lust zu jedem Zeitpunkt jeweils signifikant höher ist als 12 Stunden davor. Dasselbe gilt für die be-
handelten Tiere bis 36 Stunden nach Versuchsbeginn. Anschließend beginnt eine Rekonvaleszenz-
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phase zwischen 48 und 72 h. Der nicht signifikante Gewichtsunterschied zwischen 36 und 48 Stunden 
stellt dabei den Umschlag dar.  
3.2.2. Verhalten 
 
 
Abbildung 37: Messung der Verhaltensveränderung als Funktion der Zeit 
 
Der zweite ausschlaggebende Wert für den Gesamtscore ist das Verhalten der Mäuse. Auch dieser ist 
zwischen beiden Vergleichsgruppen zu den ersten beiden gemessenen Zeitpunkten nicht signifikant 
höher (7,7 ± 1,0 Punkte gegen 6,3 ± 0,9 Punkte nach 12 h und 9,6 ± 1,4 Punkte gegen 9,3 ± 1,2 Punkte 
nach 24h). Erst nach 36 Stunden ist ein spürbarer Unterschied festzustellen. Der Punktewert der un-
behandelten Gruppe steigt weiter auf 12,1 ± 1,7 Punkte, während der der behandelten Gruppe auf 
7,0 ± 1,0 Punkte fällt. Der t-Test, der die Verhaltenswerte nach 36 Stunden vergleicht, ergibt einen p-
Wert von 0,022 und damit ein signifikant besseres Verhalten der behandelten Mäuse nach 36 Stun-
den. Der t-Test spiegelt an dieser Stelle ein weiteres Phänomen wieder. Während die nicht behandel-
ten Mäuse sich über den ganzen Versuch sowohl im Verhalten als auch im Bereich der Gewichtsab-
nahme kontinuierlich verschlechtern, zeigen die SPH behandelten Mäuse Zeichen einer Remission. 
Diese beginnt zwischen den Zeitpunkten 24 und 36 Stunden, da hier der Durchschnittsscorewert des 
Verhaltens zum ersten Mal sinkt. Das Körpergewicht der Mäuse fängt im Schnitt erst später an sich 
zu stablisieren. Zwischen 36 und 48 Stunden nehmen nur ein Drittel der Überlebenden SPH Mäuse an 
Gewicht zu, das Körpergewicht der anderen stabilisiert sich erst zwischen 48 und 72 Stunden.    
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3.2.3. Gesamtscore 
 
Abbildung 38: Der Gesamtscore, Summe aller Parameter als Funktion der Zeit nach LPS-Gabe 
Die Summe der beiden oben genannten Parameter, d.h. Gewichtsverlust und Verhalten mit den wei-
teren Parametern Dyspnoe, Aszites und Schmerz ergibt den Gesamtscore. Die Komponenten des 
Scores sind diskrete Werte, die nur ein Vielfaches von 5 annehmen. Der dabei maximal gemessene 
Wert liegt bei 40 Punkten. Mäuse mit mehr als 20 Punkten werden beendet und damit aus der Statis-
tik genommen. Daher ist es verständlich, dass trotz seiner Zusammensetzung aus vielen Parametern 
und der interindividuell unterschiedlich tolerierten Sepsis, der Score (durch einen n=15) keiner hohen 
Standardabweichung unterliegt (maximal 2,2 bei einem mittlerem Punktewert von 27,9 nach 36 h). 
Des Weiteren liegt das auch an der Zahl der verwendeten Mäuse (n=15). 
Im Gesamtscore ist dieselbe Tendenz zu verzeichnen wie in den Graphiken zum Gewichtsverlust und 
zum Verhalten. Initial steigt der Mittelwert in den ersten 36 Stunden in beiden Gruppen. Zunächst 
beträgt er 13,6 ± 1,2 Punkte für die Kontrollgruppe und 11,3 ± 1,0 für die mit SPH behandelte Grup-
pe. 12 Stunden später sind es jeweils 17,5 ± 1,3 und 16,1 ± 1,3 Punkte und 36 Stunden nach Sepsisin-
duktion beziffert sich der Wert für die Kontrollgruppe auf 27,9 ± 2,2 und auf 19,5 ± 1,4. Nach 36 
Stunden ist der Score in der Kontrollgruppe signifikant höher (p=0,0082). Sie schneiden daher 
schlechter ab. 
Diese Methode zum Erfassen des Gesundheitszustandes der Maus lässt sich durch einen t-Test in-
nerhalb der Kontrollgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten validieren. Vergleicht man die Scorewerte 
zu den Zeitpunkten 12, 24 und 36 h untereinander, steigen sie mit der Versuchsdauer signifikant an. 
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3.3. Echokardiographie 
 
 
Der bessere Score der behandelten Mäuse könnte durch ein kardiovaskuläres Korrelat zu erklären 
sein. Um dieses zu analysieren, wurden zum Zeitpunkt 12 Stunden jeweils 6 PBS Kontrolltiere und 6 
behandelte Mäuse echokardiographiert. Als präseptische Kontrolle fungieren hierbei 4 Sonographien 
gesunder Mäuse. 
  
 
Abbildung 39: Ejektionsfraktionsverlust 12 Stunden nach Sepsisbeginn 
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Abbildung 40: Verlust des Fractional Shortenings 12 Stunden nach Sepsisinduktion 
 
Abbildung 41: Wirkung der Sepsis auf die Herzfrequenz 
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Abbildung 42: Auswirkung der Sepsis auf das Schlagvolumen 
 
 
Abbildung 43: Beeinflussung des Schlagvolumens durch die Sepsis 
Der septische Zustand der Mäuse lässt sich am besten am Verlust der Inotropie beobachten. Die 
spürbare Abnahme von Schlagvolumen, Ejektionsfraktion und der relativen Muskelverkürzung (Frac-
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tional Shortening, oder FS) 12 Stunden nach Sepsisbeginn beschreibt das Unvermögen der Mäuse 
eine suffiziente Kreislauffunktion aufrechtzuerhalten. Die Ejektionsfraktion (EF) von 62,7% ± 3,1% bei 
Mäusen ohne Sepsis sinkt auf 30,9 ± 4,5% bei Kontrolltieren und 37,6 ± 1,7% bei behandelten Mäu-
sen. Beim Menschen gilt eine EF unter 45% als mittelgradig eingeschränkt und bei Werten unter 30% 
als stark eingeschränkt. Die septischen Mäuse fallen daher schon nach 12 Stunden in die Kategorie 
der mittelgradig eingeschränkten Ejektionsfraktion. Der zweite Parameter der Inotropie, das Fractio-
nal Shortening (FS) liegt bei gesunden Mäusen bei 19,3 ± 2,6% und sinkt im Laufe der Sepsis auf je-
weils 8,5 ± 1,1% bei der PBS Gruppe und 12,9 ± 1,1 bei der SPH Gruppe ab. Hierbei ist anzumerken, 
dass schon der bei gesunden Mäusen gemessene Wert beim Menschen für eine leichte Funktionsein-
schränkung sprechen würde. Außerdem ist zwar der Vergleich zwischen Kontrollwert und PBS signifi-
kant (p<0,05), im Vergleich mit behandelten Mäusen ist der Wert gesunder Mäuse nicht mehr signifi-
kant besser p=0,18. Sowohl bei den septischen Kontrolltieren als auch bei den S1P Mäusen ist das 
Schlagvolumen signifikant zurückgegangen. Es liegt mit jeweils 16,4 ± 2,6µL und 18,6 ± 0,7µL weit 
unter dem Ausgangswert von 47,0 ± 7,7µL. (p-Werte vs. Kontrollen beide < 0,05). Der Wert, der die 
besseren Scores erklären könnte, ist die Herzfrequenz. Die Basisherzfrequenz beziffert sich auf 442,2 
± 34,3 Schläge/min (BPM). Diese ist 12 Stunden nach Sepsisinduktion ohne Behandlung auf 413,3 ± 
25,1 BPM gesunken. 
Im Rahmen der septischen Hyperzirkulation ist zu erwarten, dass die Herzfrequenz in der frühen Pha-
se kompensatorisch ansteigt. Die zusätzliche Narkose mit Isofluran verstärkt die Vasodilatation und 
erhöht damit die Herzfrequenz, die zur Erhaltung des Kreislaufes notwendig ist. Eine Abnahme dieser 
Herzfrequenz, wie sie hier bei den Kontrollen auftritt, ist das erste Zeichen für die beginnende Insuf-
fizienz der kompensatorischen Mechanismen nach 12 Stunden. Bei therapierten Tieren steigt die 
Herzfrequenz auf 495,9 ± 8,7 BPM an, sodass bei ähnlichem Schlagvolumen sowohl die Herzfrequenz 
der behandelten Tiere als auch das Herzzeitvolumen (auch HZV oder Cardiac Output) mit 10,1mL/min 
signifikant höher sind als die Pulsfrequenz und das HZV der septische PBS-Mäuse (mit 6,7±1,0), ohne 
dass dabei ein signifikanter Unterschied zwischen aseptischen Mäusen und behandelten Mäusen in 
der Herzfrequenz entsteht. Im Bereich des HZV sind allerdings septische Mäuse aufgrund der niedri-
geren Werte (vor allem durch das Schlagvolumen) unabhängig von der Behandlung signifikant 
schlechter als aseptsiche Sham-Mäuse. Dennoch ist die erhöhte Herzfrequenz ein Zeichen dafür, dass 
die behandelten Mäuse länger in der Lage sind, die endotheliale Dysfunktion kardial zumindest parti-
al zu kompensieren.  
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3.4.   Zwei Photonen Mikroskopie  
 
Abbildung 44: Die Quantifizierung der Permeabilität durch die extravasierte Flüssigkeit zeigt eine deutlichere vaskuläre 
Dysfunktion in den nicht behandelten Tieren 
Der Vergleich zwischen der Permeabilität an Mausohrkapillaren in der Sepsis mit gesunden Mäusen 
ermöglicht es, über die extravasierte Flüssigkeit den Kapillarschaden zu quantifizieren, der durch die 
Sepsis hervorgerufen wird. Zusätzlich wird hier die Erklärung für die hämodynamische Instabilität der 
Mäuse vermutet.  
Wenn man den generellen Verlauf beider Kurven analysiert, fällt auf, dass die Sepsis in beiden Ver-
suchsgruppen zu einer Zunahme der extrazellulären Fluoreszenz führt. Dies bedeutet also, dass die 
Permeabilität der Kapillaren 12 Stunden nach Sepsisinduktion ansteigt. Über die Beobachtungsdauer 
von 4 Minuten erhöht sich die extrazelluläre Fluoreszenz um den Faktor 36,3 ± 2,9 in der Kontroll-
gruppe. Währenddessen steigt dieselbe Permeabilität in der behandelten Gruppe um das 11-fache 
an. Der Faktor 11,1 ± 2,2 spricht bei den SPH-behandelten Mäuse zwar für eine starke Permeabili-
tätszunahme, diese limitiert sich aber auf weniger als ein Drittel der in der Kontrollgruppe gemesse-
nen Werte. Eine Erhöhung um den Faktor 11 ist bei den Kontrolltieren schon nach 1 Minute messbar 
(11,6 ± 2,2), während die behandelte Gruppe zu diesem Zeitpunkt lediglich eine Erhöhung um den 
Faktor 5,7 ± 1,0 aufweisen.  
  
 
 
 
80 
 
3.5. Histologie 
 
 Die Gefäße unterliegen stetigen Veränderungen. Für seine stetige Integrität sind die Beschaffenheit 
der Barriere und die Zellzahl wichtig. Die Dichtigkeit der Barriere wurde anhand der 2-Photonen Mik-
roskopie analysiert. Für die Analyse der Zellzahl, wurden mikroskopische Schnittbilder des Herzens 
und der Muskel durchgeführt und mittels einer Immunfärbung Perizyten und Endothelzellen sichtbar 
gemacht. Sham-Mäuse, die keine Sepsis durchliefen und weitere aseptische Kontrollen erhielten SPH 
vor der Organentnahme, um Basiswerte zu bestimmen. In diesem Sinne wurde eine quantitative 
Verlaufsanalyse nach 0, 12, 24 und 36 Stunden von Perizyten und Endothelzellzahlen durchgeführt. 
Die als Ausgangswert geltenden Sham-Mäuse zeigten (mit knapp 4700 Perizyten/mm²-Herzgewebe) 
ähnliche Werte wie in unseren Vorarbeiten.53 In dieser Arbeit sind 4500 Perizyten/mm² beschrieben. 
 
3.5.1. Ergebnisse im Herzmuskel 
 
Bei Tieren, die kein LPS bekamen, liegen die Perizytenzahlen bei 4702,0 ± 257,2/mm² ohne SPH und 
5162,7 ± 188,9/mm² Herzgewebe mit vorheriger SPH-Gabe. Bei der SPH-Gruppe ohne Sepsis wurde 
12 Stunden gewartet, damit die Substanz wirken konnte. Die Gabe von SPH steigert zwar die initiale 
Perizytenzahl um knapp 450 Perizyten/mm², vor Beginn des Versuches reicht dieser Unterschied 
nicht aus, um ein Signifikanzniveau unter 0,05 zu erreichen. Außerdem lässt sich diese Beobachtung 
nicht auf Endothelzellen erweitern. Hier liegen beide Gruppen vor der Sepsis gleichauf. Wichtiger ist 
hier der zeitliche Verlauf. 
 
 
 
Abbildung 45: Perizyten im zeitlichen Verlauf der LPS –Sepsis. Hier ist die durch LPS induzierte Abnahme der Zellzahl 
genauso wie eine Erholungsphase in beiden Gruppen zu sehen. 
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Abbildung 46: Endothelzellen im zeitlichen Verlauf der Sepsis 
 
Die Kontrollmäuse (n=5) weisen nach 12 Stunden im Durchschnitt 108,8 ± 8,0 Perizyten pro Gesichts-
feld (das heißt knapp 2149,9 ± 157,9/mm²) und 176,8 ± 12,4 Endothelzellen/HPF (= 3491,4 ± 
244,4/mm²) auf. Dies entspricht einem Perizyten/Endothelzellquotienten (PC/EC) von 0,64. Ein Peri-
zyt liegt also durchschnittlich 1,6 (1/0,64) Endothelzellen auf. 
Die mit S1P behandelten Mäuse hatten mit 177,4 ± 9,2 Perizyten/HPF (3505,0 ± 181,2/mm²) und 
231,1 ± 12,3 Endothelzellen/HPF (4565,3 ± 242,6/mm²) eine signifikant höhere Zelldichte für beide 
Zelltypen. Der PC/EC Quotient der behandelten Mäuse ist außerdem mit 0,79 um 15 Prozentpunkte 
höher, das heißt, dass trotz der höheren Zelldichte die Perizyten weniger von der Inflammationsreak-
tion betroffen sind als die Endothelzellen. In der Tat liegt ein Perizyt nur noch 1,3 Endothelzellen auf.   
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3.5.2. Ergebnisse im Skelettmuskel 
 
 
Abbildung 47: Perizyten im Skelettmuskel im zeitlichen Verlauf der Sepsis 
 
Abbildung 48: Endothelzellen im zeitlichen Verlauf der Sepsis im Skelettmuskel 
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Im peripheren Muskel sind grundsätzlich weniger Gefäßzellen zu finden als im Herz. Die Kontroll-
gruppe hatte mit durchschnittlich 13,47 ± 1,72 (266,07 ± 33,98/mm²) Perizyten (n=5) weniger als die 
mit S1P behandelte Gruppe mit 19,65 ± 3,85 (388,18 ± 76,15/mm²) Perizyten/HPF und mit 17,80 ± 
2,15 (351,67 ± 42,53/mm²) gegen 22,63 ± 5,28 (447,04 ± 104,33/mm²) weniger Endothelzellen (n=5). 
Beide Unterschiede sind nicht signifikant. Vergleicht man die relative Geschwindigkeit, mit der die 
Anzahl beider Zelltypen sinkt, fallen die Endothelzellen schneller ab. In der Kontrollgruppe lässt sich 
ein Verlust von 36% verzeichnen. Sie sinken von initial 28,12 ± 1,54 Endothelzellen/HPF (555,46 ± 
30,42/mm²) auf 17,8 ± 2,15 Endothelzellen/HPF (351,60 ± 42,47/mm²) nach 12 Stunden. Auch in der 
behandelten Gruppe sinken die Endothelzellzahlen von anfangs 28,96 ± 2,54 EC/HPF (572,05 ± 
50,17/mm²) um 22% auf 22,63 ± 5,28 EC/HPF (447,01 ± 104,30/mm²). Die Behandlung scheint den 
Zellverlust auch hier reduzieren zu können.   
In beiden Organen lässt sich ein Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellen. Die mit Sphingo-
sin behandelte Gruppe ist in der Lage mehr Perizyten und Endothelzellen zu mobilisieren, was für 
eine intakte Gefäßstruktur unabdingbar ist. Außerdem scheint diese Rekrutierung bei Perizyten stär-
ker zu sein als bei Endothelzellen, da die PC Zahlen prozentual schneller steigen. Ob es sich hier nur 
um eine Rekrutierung von Perizyten handelt und ob es nicht zusätzlich eine anti-apoptotische Wir-
kung gibt, kann mit einer Zellkultur geklärt werden. 
 3.5.3. Verlaufanalyse anhand des Beipiels der Perizyten im Herzen 
 
Im weiteren Verlauf der Sepsis steigen die Perizytenzahlen im Herzen in der PBS Gruppe von     
2149,9 ± 157,9 Perizyten/mm² nach 12 Stunden und 3609,5± 238,1/mm² nach 24 Stunden bis auf 
4398,3 ± 308,4 Perizyten/mm², das heißt, dass nach 36 Stunden die Maus fast wieder dieselbe Perizy-
tendichte hat, wie eine durchschnittliche aseptische Maus. Die Erholung kann unter der SPH- Gabe 
beschleunigt werden. Der schon nach 12 Stunden signifikant höhere Wert von 3505,0 ± 181,2/mm² 
(30% Verlust gegenüber dem Initialwert) steigt nach 24 Stunden auf 4594,6 ± 206,7 Perizyten/mm² 
(11% Verlust und beinahe der Wert einer normalen gesunden Maus) um nach 36 Stunden bei 5202,0 
± 74,1 zu liegen (vollständige Erholung, bei leichter Erhöhung von 0,76%). Eine ähnliche Erholung 
erfährt auch das Endothel. Die initiale Abnahme um 44% bzw. 22% bei behandelten Mäusen redu-
ziert sich innerhalb von 36 Stunden in beiden Gruppen auf jeweils 18 und 7%. 
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Abbildung 49: Der Perizytenverlust kann in der Sepsis durch S1P verringert werden (n=4x4) 
 
 
Abbildung 50: Der Endothelzellverlust in der Sepsis kann durch S1P im Herzen und im Muskel reduziert werden (n=4) 
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3.5.4. Die Rolle des PC/EC-Quotient 
 
Wichtig bei der Beurteilung der Schwere des Krankheitsbildes sind nicht nur die absoluten Zahlen, 
sondern auch die relativen Veränderungen des Verhältnisses zwischen den Perizyten und den En-
dothelzellen. Die Perizyten-Endothelzellquotienten sind unterschiedlich groß. Er nimmt bei Behand-
lung von 0,75 ± 0,04 auf 0,91 ± 0,04 zu (n=5 bei p-Wert 0,04). In der Tat nehmen die Endothelzellen 
in beiden Gruppen schneller ab. Pathophysiologisch wird das Zusammenspiel zwischen beiden Zellar-
ten behindert, je mehr sich dieser Quotient verändert.  
 
Abbildung 51: Die Höhe des Quotienten zwischen Perizyten und Endothelzellen (PC/EC) und sein Stellenwert für die 
Intergrität des Gefäßes. Bei dem Vergleich der Quotienten in den Muskeln behandelter und unbehandelter Mäuse wird 
ein Signifikanzniveau unter 0,05 erreicht. 
 
Aufgrund des gleichzeitigen Verlustes von Endothelzelen und Perizyten ist der Begriff vaskuläre Dys-
funktion geeigneter als endotheliale Dysfunktion. 
 
3.6. Blutdruck 
 
3.6.1. Zeitliche Entwicklung des Blutdrucks 
 
Im Verlauf einer Sepsis verändern sich bei einem Patienten viele Parameter. Im Rahmen des oben 
genannten SIRS finden unter anderem Veränderungen von Puls und Atemfrequenz statt. Während 
die Leukozytose bzw. Leukozytopenie und die Hypothermie bzw. Hyperthermie maßgebliche Zeichen 
der Entzündungsreaktion darstellen, haben Tachykardie und Tachypnoe kreislaufunterstützende 
Funktionen. Sie sollen einen normalen Blutdruck so lange wie möglich aufrechterhalten, um den Tod 
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durch die Kreislaufdepression zu verhindern. Das Überleben eines Patienten ist daher maßgeblich 
davon abhängig, inwiefern der Blutdruck absinkt. In der Tat ist das letzte Stadium der Sepsis, der 
septische Schock durch einen Abfall des systolischen Blutdruckes auf unter 90 mmHg definiert und 
geht mit der schlechtesten Prognose einher. Der Regulation des Blutdruckes kommt daher eine fun-
damentale Rolle zu. 
Es wurde durch die vorherigen Versuche gezeigt, dass die Gabe von SPH in der Lage ist zum einen 
kreislaufunterstützend, endothelprotektiv sowie perizytenprotektiv zu wirken. Zusätzlich ist es in der 
Lage die Gefäßpermeabilität in der Sepsis herunterzusetzen. Im weiteren Verlauf ist nun zu klären, 
wie sich all diese positiven Effekte auf den Blutdruck der Mäuse auswirken?  
 
 
Abbildung 52: Mittlerer Arterieller Blutdruck in Abhängigkeit der Zeit nach Sepsisbeginn bei PBS oder SPH Gabe 
Um die Veränderungen des Blutdrucks langfristig beobachten zu können und die durch die Sepsis 
induzierte Hypotonie zu beurteilen, wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) von 13 PBS Mäu-
sen und 10 SPH Mäusen über die Versuchsdauer gemessen. In der vorliegenden Graphik sind diese 
Blutdruckmittelwerte in mmHg nach der Zeit aufgetragen. Der Ausgangswert ist bei den Kontroll-
mäusen zu Beginn um fast 10 mmHg höher als der der behandelten Tiere. Ein im t-Test ermittelter p-
Wert von 0,15 zeigt, dass es bei Versuchsbeginn keinen signifikanten Blutdruckunterschied in beiden 
Gruppen gibt. Nach 12 Stunden sinkt der Blutdruck beider Gruppen signifikant ab. Diese Wirkung ist 
innerhalb der Kontrollgruppe stärker (p-Wert von 8x10-15) als in der S1P Gruppe (p-Wert von    
1,1x10-3). In der Tat sinkt der mittlere arterielle Druck in der Kontrollgruppe von 114 ± 8,8 mmHg 
systolisch auf knapp 43,0 ± 5,3 mmHg nach 12 Stunden. Von den dabei 13 getesteten Kontrollmäusen 
konnte zu diesem Zeitpunkt mit dem gegebenen Coda Blutdrucksystem nur bei zwei Mäusen ein 
messbarer Blutdruck nachgewiesen werden. Die Blutdrücke waren mit jeweils 52 mmHg und 67 
mmHg hypoton und nahe der Messgrenze des Gerätes. Dieses kann Werte unter 40 mmHg nur 
schwer erkennen (siehe 2.3.1). Hier sind also 85% der Werte aufgrund von schwerer Hypotonie nicht 
mehr messbar. In der behandelten Gruppe findet dagegen nicht einmal eine Halbierung des MAP 
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statt, er nimmt um knapp 30 mmHg von 105 ± 4,5 auf 74 ± 6,8 mmHg ab. Insgesamt ist hier bei 3 
Mäusen kein Blutdruck mehr messbar. Bei einer Versuchszahl von 10 in dieser Gruppe entspricht dies 
30%. Nach 12 Stunden ist der MAP der S1P-Gruppe signifikant (p= 2 .10-4) besser als der MAP der 
Kontrollgruppe. Dies ändert sich 24 Stunden nach Beginn des Sepsisversuches. Der MAP steigt in der 
Kontrollgruppe wieder auf 63,8 ± 21,1 mmHg an und liegt damit auf gleicher Höhe wie der der be-
handelten Gruppe (61,7 ± 7,2 mmHg).  
Nach 36 Stunden sind nur noch 2 Mäuse in der Kontrollgruppe gemessen worden. Zudem sind hohe 
Standardabweichungen von bis zu 22% des Mittelwertes hinderlich in der Interpretation der Ergeb-
nisse. Bei einer reinen Betrachtung der Mittelwerte, liegen beide Gruppen wie nach 24 Stunden mit 
59,0 mmHg bei den Kontrollen und 62,1 mmHg bei den behandelten Mäusen gleichauf.  
Im weiteren Verlauf stabilisiert sich der Blutdruck in der behandelten Gruppe wieder langsam, um 
nach 120 Stunden mit 118,8 ± 7,4 mmHG einen normotonen Blutdruckwert zu erreichen, der höher 
ist als der Ausgangswert (105,0 ± 4,5 mmHg). Die Wiederherstellung der Normotonie bei überleben-
den Mäusen zeigt, dass eine „Restitutio ad integrum“ bei diesem Modell der Sepsis möglich ist. Wie 
relevant allerdings die relative Erhöhung des Blutdruckes gegenüber dem Anfangswert ist, kann be-
antwortet werden, indem retrospektiv die Blutdruckwerte der überlebenden Mäuse analysiert wer-
den. 
 
Abbildung 53: MAP bei SPH Mäuse, Überlebende gegen nicht Überlebende 
Die Blutdruckwerte der überlebenden Mäuse sollen Aufschluss darüber geben, ob jene Mäuse über-
lebt haben, die initial einen besseren MAP hatten und wie sich der MAP im Laufe der Sepsis verhält. 
In der vorliegenden Graphik, wurden die SPH-behandelten Mäuse in zwei Gruppen getrennt: Die in 
grün gekennzeichneten Überlebenden wurden mit den violett markierten verstorbenen Mäusen auf 
die Höhe ihres MAP verglichen. 
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Es fällt auf, dass der MAP der kleineren Gruppe der Überlebenden vor der Sepsis homogen um den 
Mittelwert von 118,7 ± 4,3 mmHg verteilt ist und praktisch denselben Wert einnimmt wie der Blut-
druck der Mäuse nach 120 Stunden Sepsis (118,8 ± 7,4 mmHg). Dieser MAP ist höher als der durch-
schnittliche MAP der Mäuse, die im Versuch gestorben sind (99,2 ± 4,7 mmHg). Der initiale Blutdruck 
scheint daher eine Größe zu sein, die die Prognose maßgeblich beeinflusst. Der p-Wert von 0,054 bei 
einer Überlebensgruppe von n=3 Mäusen bestätigt einen recht deutlichen Trend. 
 Im weiteren Verlauf nimmt der MAP der überlenden Gruppe alle 12 Stunden um ungefähr 20 mmHg 
ab. In der Tat liegt er nach 12 Stunden bei 91,4 ± 2,4 mmHg nach 24 Stunden bei 71 mmHg ± 12,74 
und erreicht nach 36 Stunden mit 57,5 ± 14,3 mmHg den niedrigsten Wert. Die Mäuse, die während 
des Versuches versterben, sind erwartungsgemäß zu den Zeitpunkten 12 Stunden mit 61,45 ± 8,1 
und 24 Stunden mit 56,9 ± 8,1 mmHg hypotoner. Allerdings übertreffen sie die bis dahin bessere 
Gruppe nach 36 Stunden. Da die meisten Mäuse dieser Gruppe kurz darauf sterben, lässt sich das 
vielleicht wie der in der PBS Kontrollgruppe beobachtete Anstieg des Blutdruckes nach 24 Stunden so 
interpretieren, dass die Mäuse in eine „deregulierte“ Agoniephase eintreten, in der kurz vor dem Tod 
der Blutdruck erneut steigt.     
Unabhängig davon zeigt diese Aufteilung, dass die Mäuse, die diesen Versuch überleben, schon zu 
Beginn einen etwas höheren Blutdruck aufwiesen, als die verstorbenen Mäuse. Weitere Werte nach 
mehr als einer Woche wären bei der Frage nach einer anschließenden Hyperkompensation mit Hy-
pertonie oder einem sofortigen Erreichen des initialen Blutdruckes interessant gewesen, konnten 
aber aus tierschutzrechtlichen Gründen nicht durchgeführt werden.  
3.7. Überlebenswahrscheinlichkeitskurve 
 
 
Abbildung 54: Überlebenswahrscheinlichkeit nach der Zeit nach Sepsisinduktion 
Auf der oben abgebildeten Kaplan Meier Graphik ist die Überlebenswahrscheinlichkeit von Mäusen 
nach der Zeit während einer LPS induzierten Sepsis aufgetragen. Die graue Kurve repräsentiert die 
mit PBS behandelten Kontrollmäuse, die rote Kurve zeigt die Mäuse an, die SPH zu oben genannten 
Zeitpunkten i.p. bekamen. Während in der Kontrollgruppe nach 36 Stunden alle Versuchstiere tot 
sind (n=15), überleben in der mit SPH behandelten Gruppe noch rund ein Drittel der Mäuse. Insge-
samt sterben von diesen 33% noch 13 Prozentpunkte der Mäuse während des restlichen Versuches, 
89 
 
sodass 20% der mit SPH behandelten Mäuse die Sepsis überleben. Die Zeit, nach der die Hälfte der 
Mäuse gestorben sind, d.h. die mediane Überlebensdauer (t1/2) liegt bei ungefähr 24h für die mit PBS 
behandelten Tiere und bei knapp 30 h für behandelte Mäuse. Es lässt sich beobachten, dass Mäuse, 
die den Zeitpunkt 36 h überleben mit einer 75% Wahrscheinlichkeit den gesamten Versuch überle-
ben. Die Letalität der LPS-vermittelten Sepsis wird daher maßgeblich in den ersten Stunden nach 
ihrem Auftreten bestimmt. Außerdem ist die Gerade, die die Zeitpunkte 0 und 12 h verbindet bereits 
mit einer Steigung von -1,6%/h steiler nach unten gerichtet als die der SPH-Mäuse mit -0,56%/h. 
(80% gegen 93% Überlebende nach 12 h). Dies spricht alles dafür, dass SPH die Überlebenswahr-
scheinlichkeit in der Sepsis verbessert. Der t-Test, in dem die Überlebenszeit der Mäuse nach Gruppe 
miteinander verglichen wurde, zeigt mit einem p-Wert von 0,0336 einen signifikanten Unterschied 
zwischen der mittleren Überlebensdauer der Kontrollmäuse (mittlere Überlebensdauer 27,2 ± 2,5h) 
und den behandelten Mäusen (Mittelwert 49,6 ± 9,7h). 
3.8. ELISA 
 
Es konnte also gezeigt werden, dass eine prophylaktische Gabe von SPH in der Lage ist, die in der 
Sepsis entstehenden Schäden zu reduzieren, indem die Funktionsverbesserung unterschiedlicher 
Organsysteme zu einer Steigerung des systemischen Blutdruckes führt. Um jedoch sicherzugehen, 
dass es sich bei den Überlebenden nicht um Fehlinjektionen gehandelt hat, und diese tatsächlich eine 
Sepsis durchliefen, wurde anschließend anhand der Serumproben ein ELISA durchgeführt, um die 
Konzentration von IL-6 zum Todeszeitpunkt zu bestimmen. 
 IL-6 Konzentrationen schwanken beim Menschen zwischen 1pg/mL (gesund) bis auf 1 ng/mL 
(schwerste Entzündung). Bei Mäusen sind Werte bis 30 000 pg/mL möglich. Eine bekannt aseptische 
Kontrollmaus, die zu Beginn des Versuches mit in die Käfige der anderen gelegt worden war, zeigte 
IL-6 Spiegel von 296pg/mL und liegt damit unter der beschriebenen Grenze. Im Rahmen einer Sepsis 
können diese Werte stark ansteigen. 
 
Die ELISA Werte zeigen eine große Spannweite: Die Werte liegen zwischen knapp 4 000 und 400 000 
pg/mL. Die SPH-Gruppe hat als durchschnittliche IL-6 Spiegel 29439 ± 7492 pg/mL. Die PBS Gruppe 
hat einen Durchschnittswert von 79475 ± 26608 pg/mL. Aufgrund der beschriebenen längeren 
durchschnittlichen Überlebenszeit SPH behandelter Mäuse (siehe 3.7), fließen auch niedrigere „post-
septische“ IL6-Werte mit in den Mittelwert dieser Gruppe ein und senken ihn. Die Mittelwerte sind 
daher nur der Vollständigkeit halber angegeben und dienen nur zur Bestätigung der Sepsis. Keine der 
zu den Versuchen zugelassenen Mäuse hatte einen Wert unter 500 pg/ml und war damit fehlinjiziert 
oder aseptisch. Das validiert die vorherigen Ergebnisse. In Abhängigkeit der Zeit lässt sich außerdem 
eine Veränderung der IL-6 Spiegel feststellen. Diese beschreibt die Entwicklung der Entzündung. Da-
her wurden die IL-6 Konzentrationen in der Abbildung 28 nach dem Abnahmezeitpunkt aufgetragen. 
Durch logistische Regression wurde eine Kurve berechnet, die die Abhängigkeit des ELISA-Wertes 
nach der Zeit modellisiert. (siehe 3.8.1.) 
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3.8.1. IL-6 Konzentration als Funktion der Zeit 
 
 
Abbildung 55: IL-6 Spiegel im zeitlichen Verlauf  
 
Als Entzündungsmarker sollte die Höhe des IL-6 Wertes mit dem Überleben korrelieren. Dies ist hier 
aber nur bedingt der Fall. Wenn man die IL-6 Werte der Mäuse nach dem Todeszeitpunkt vergleicht, 
fällt nämlich auf, dass für die PBS-Kontrollgruppe der IL-6-Mittelwert der Mäuse, die nach 12 Stunden 
gestorben sind bei 140169 pg/mL liegt (n=3) und dieser Wert bei den Mäusen, die nach 24 Stunden 
beendet wurden bis auf 37333 pg/mL (n=5) absinkt. Die Mäuse, die nach 36 Stunden beendet wur-
den, bzw. gestorben sind, hatten IL-6-Mittelwerte von 58208 (n=7). 
Im Vergleich dazu beobachtet man bei der SPH Gruppe, dass der Wert initial mit rund 64000 pg/mL 
mehr als halb so groß ist wie der Mittelwert bei PBS behandelten Mäuse, die nach 12 Stunden been-
det wurden (dieser Wert ist allerdings der Mittelwert einer einzigen Maus; n=1). Ab 24 Stunden (un-
gefähr 43000 pg/mL) zeichnet sich eine Abnahme der IL-6 Konzentrationen ab, diese liegt nach 36 
Stunden bei rund 25000 pg/mL und fällt über den Rest der Versuchsdauer auf ungefähr 20000 pg/mL 
nach 48 Stunden und nach 120 Stunden, am Ende des Versuches auf 5547 ± 435 pg/mL. Um den Zu-
sammenhang zwischen der Überlebenszeit und der IL-6 Konzentration im Mausserum zu beschrei-
ben, haben wir uns des Statistikprogramms „Regressi“ bedient. Dieses erlaubt es die Konzentration in 
pg/mL als Funktion der Zeit in Stunden darzustellen  und schlägt verschiedene Annähe-
rungsmodelle vor. In diesem Falle kamen folgende Funktionen in Frage: 
           
und  
Aufgrund des höheren Korrelationskoeffizienten, beschreibt die Funktion f diesen Zusammenhang 
besser. Allerdings handelt es sich hier um eine geglättete Funktion. Dabei sind die IL-6 Konzentration 
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SPH behandelter Tiere  in pg/mL und die Zeit in Stunden angegeben. Um eine gleiche Charakteri-
sierung der Kontrollmäuse vornehmen zu können, müssten diese länger überleben. 
 
3.9. Pilotexeprimente  
3.9.1. Glatte Muskelzellfärbung 
 
Neben der direkten chronotropen Wirkung des SPH Derivates S1P am Herzen ist am ehesten die Wir-
kung an den Endothelzellen und Perizyten maßgeblich an der Prognoseverbesserung beteiligt. Um 
noch auf die dritte große Gruppe von Gefäßzellen einzugehen, wurde angefangen Herz und Muskel-
gewebe auf glatte Gefäßmuskelzellen zu testen um deren Veränderungen zu beschreiben. (Ein ent-
sprechendes Foto findet sich in Kapitel 2, ein Protokoll im Anhang) 
3.9.2. Messung der FDG Aktivität in verschiedenen 
Leukozytenpopulationen nach MACS  
 
 
Abbildung 56:  FDG-Monozytenaktivität unter verschiedenen Substanzen, ohne Interleukin/TNF-α Stimulation (n=3) 
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Abbildung 57:  FDG-Monozytenaktivität unter verschiedenen Substanzen, mit Interleukin/TNF-α Stimulation (n=3) 
Die Graphik stelllt den Quotienten der FDG-Aktivität einer Zellpopulation (in Becquerel) und der 
Aktivität einer Standardlösung (ebenfalls in Becquerel) normiert auf die Proteinkonzentration der 
Probe (in mg) dar. Er wird in daher in mg-1 angegeben. Dieser Aktivitätsquotient spiegelt die 
Aufnahme von FDG in der Zelle wider. Ein hoher Wert steht also für eine erhöhte Glucoseaufnahme 
und damit für eine hohe Zellaktivität. Initial liegt der Monozytenaktivitätsquotient bei 39,4 mg-1 . Er 
sinkt ungefähr um ein Drittel auf 25,2 mg-1 bei SPH Gabe und verdoppelt sich beinahe bei LPS Gabe 
auf 72,1 mg-1. Die zusätzliche Gabe von SPH senkt den Wert von 72 mg-1um ein Neuntel auf ungefähr 
64 mg-1. Die Graphik vergegenwärtigt, dass die von Monozyten ausgehende Aktivität durch die Gabe 
von SPH vermindert und die Gabe von LPS erhöht werden kann. Gibt man beide Substanzen 
zusammen, überwiegt der aktivierende Effekt. Die LPS Wirkung lässt sich nur partiell durch SPH 
abschwächen. 
Zusätzlich wurde untersucht wie ein Mediatorencocktail aus IL-4, IL-10 und TNF-α sich auf die 
Vorergebnisse auswirkt. Hier überwiegt die TNF-α Wirkung, da die Baselineaktivität um etwa ein 
Drittel steigt. Es wird auch eine Erhöhung der Aktivitäten in der zweiten und letzten Säule 
bemerkbar, während die Dritte stagniert. Dies lässt sich so interpretieren, dass sich die 
Monozytenaktivität wahrscheinlich bei ungefähr 70 mg-1  ihr Maximum findet und sich auch mit 
kombinierten LPS und TNF-α nicht mehr steigern lässt. 
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Die anderen Ergebnisse stützen diese Theorie, da bei allen anderen Gruppen die Monozytenaktivität 
durch die Interleukine gesteigert wird. Während der Aktivitätsquotient des Baselinewertes von 39,4 
auf 55,8 mg-1 Protein steigt und des SPH Quotient sich bei Stimulation mit dem Sprung von 25,2 auf 
44,5 mg-1 beinahe verdoppelt, ist ein Ceiling Effekt bei den LPS Gruppen zu erkennen. Nur in der 
kombinierten LPS/SPH Gruppe sinkt der Wert von 64,3 auf 53,7 mg-1. 
   
Abbildung 58: FDG Aktivität der Leukozyten ohne Monozyten unter Stimulation mit verschiedenen Substanzen, ohne 
Interleukin/TNF-α Stimulation (n=3) 
Die gleichen Untersuchung wurden an der restlichen Leukozytenpopulation durchgeführt. Mit einem 
Ausgangswert von 120 mg-1 hat die Leukozytenaktivität zwar noch die gleiche Größenordnung wie die 
der reinen Makrophagenkultur, ist aber dreimal höher. Das liegt wahrscheinlich daran, dass die 
inhomogene Leukozytenkultur auch für inhibitorische Effekte Energie verbraucht. Die Monozyten tun 
dies vor allem nach Aktivierung. Auch hier wirkt das SPH aktivitätssenkend. Bei SPH-Gabe wird die 
Aktivität halbiert. Dies kann eine anti-inflammatorische Wirkung oder der Mangel der 
chemotaktischen Wirkung des SPH, dass aufgrund des mangelnden Inflammationsreizes nicht zum 
migrationsfördernden S1P verstoffwechselt wird. Im Vergleich zu den Monozyten scheint das LPS bei 
den restlichen Leukozyten allerdings den gegenteiligen Effekt zu bewirken. Die Aktivität wird hierbei 
auf ein Zehntel supprimiert.   
Schwerer zu erklären ist die kombinierte Wirkung beider Substanzen. Anders als erwartet führt sie zu 
einer leichten Erhöhung der Aktivität. Eine mögliche Erklärung ist der verstärkte SPH-Turnover durch 
Induktion der SPH- Kinase. 
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Abbildung 59: FDG-Aktivität der Leukozyten ohne Monozyten unter Stimulation mit verschiedenen Substanzen, mit 
Interleukin/TNF-α Stimulation 
Zuerst einmal lässt sich grob überblickend sagen, dass die mit der Interleukinmischung stimulierten 
Zellen sich umgekehrt zu den nicht stimulierten Zellen verhalten. Abgesehen von der LPS Gruppe 
fallen die Aktivitätswerte. 
Die Baseline fällt beispielsweise von 119 auf 38 mg-1. Die Stimulation vermindert daher die 
Leukozytenaktivität. Dieser Effekt lässt sich auch bei anderen Gruppen beobachten. Die SPH 
behandelten Zellen zeigen zwar eine um etwa ein Drittel erhöhte Aktivität gegenüber der Baseline 
(diese nimmt von 38,1 mg-1 auf 49,2 mg-1) zu, im Vergleich zu nicht stimulierten Werten ist aber auch 
hier der Wert niedriger. Bei der LPS Gruppe scheint die Aktivität ähnlich hoch zu sein wie die der 
Baseline mit Interleukinen. Das LPS senkt hier die Aktivität nicht zusätzlich. Die beinahe supprimierte 
Aktivität verdreifacht sich von 12,3 auf 38,6 mg-1. Warum die Kombination von Stimultion, LPS und 
SPH die Werte allerdings sinken lässt, konnte nicht völlig geklärt werden. Möglich wäre eine 
Suppression der Aktivität regulatorischer Lymphozyten oder einer anderen lymphozytären 
Subpopulation durch das TNF-α. 
Das Ziel dieser Versuche war eine Skizzierung verschiedener Angriffspunkte der Beeinflussung der 
kardiovaskulären Dysfunktion in der Sepsis durch SPH und S1P. Das MACS soll dabei zusätzlich zu den 
kardiovaskulären „Targets“ eventuelle immunmodulatorische Angriffspunkte offenbaren. Aufgrund 
des wachsenden Interesses in der Forschung und der vielen beschriebenen Funktionen, konnte nicht 
auf alle Ansätze eingegangen werden, die in der Literatur bereits veröffentlicht sind. 
 Im folgenden Teil werden zunächst die beschriebenen Ergebnisse zusammengefasst und diskutiert, 
dann wird auf eventuelle Fehler und Confounder eingegangen, anschließend werden die nächsten 
möglichen Experimente besprochen. 
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4. Diskussion: Zusammenfassung, abschlie-
ßende Wertung und Ausblick   
4.1. Zusammenfassung 
 
Die Sepsis ist ein kompliziertes Krankheitsbild, das alle Organe des Körpers betrifft und dessen Pa-
thomechanismen nicht vollständig verstanden sind. Es sind bereits viele potentielle Angriffspunkte 
beschrieben worden, dennoch konnte keiner den bahnbrechenden Erfolg erbringen, der nötig wäre, 
um der hohen Letalität dieser Erkrankung entgegenzuwirken. Mit dem SOFA-Score wird versucht, die 
Definition an die klinischen Gegebenheiten der Sepsis anzupassen. Nicht allein aufgrund der finanzi-
ellen und sozialen Tragödien bleibt die rasche Beherrschung sowohl der kardiovaskulären als auch 
der immunologischen Entgleisungen der Sepsis immer noch ein ernstzunehmendes Thema. 
Das Ziel dieser Arbeit war vorrangig zu ermitteln, ob sich der kardiovaskuläre Schaden, der bei einer 
Sepsis entsteht mit dem Sphingolipid SPH und seinem Derivat S1P reduzieren lässt. Dabei wurde als 
Annäherung das Modell der LPS-induzierten Sepsis gewählt. Mit einer Versuchsgruppe von 30 Mäu-
sen konnte nachgewiesen werden, dass diese Substanz den Perizyten und Endothelzellverlust lang-
fristig reduzieren kann und dabei ein physiologisches Gleichgewicht zwischen beiden Zelltypen auf-
rechterhalten wird. Dieses Verhältnis führt zu mehr endothelialer Stabilität. Dies führt zu einer gerin-
geren Extravasation von Flüssigkeit ins Gewebe, damit zu einem dauerhaft höheren Perfusionsdruck 
(MAP) in den peripheren Geweben und verzögert die kardiale Erschöpfung. Diese pathophysiologi-
schen Korrelate spiegeln sich anschließend in einer signifikant höheren Überlebenswahrscheinlichkeit 
wider. 
 
Für diese Arbeit waren mehrere SPH/S1P Wirkungen wesentlich. Wir haben uns zunutze gemacht, 
dass die Gabe von SPH oder LPS (oder anderer inflammatorische Reize) unabhängig voneinander die 
SPH-Kinase aktiviert und das ideale SPH/S1P Verhältnis reguliert. Durch den hämatologischen Zellun-
tergang in der Sepsis kann diese Substanz nicht mehr ausreichend zur Verfügung gestellt werden, da 
der Hauptspeicherort Erythrozyten und Thrombozyten sind. Zusätzlich wichtig war für uns, dass S1P 
die Apoptose verhindert und die Migration von Zellen fördert. Dies sind Effekte, die wir nicht selbst in 
der Zellkultur nachgewiesen haben, die aber für das endotheliale Gleichgewicht und die mikrovasku-
läre Integrität nicht zu vernachlässigen sind. Das größere intravasale Blutvolumen, verzögert eine 
Zentralisierung, das Shuntvolumen nimmt ab und der Blutdruck steigt. Letztendlich kompensiert die 
Sinustachykardie den massiven septischen Inotropieverlust bei sinkendem peripherem Widerstand 
teilweise. 
 
Dennoch handelt es sich auch hier um ein Modell dieser Erkrankung. Es existieren zum einen andere 
Möglichkeiten eine Sepsis im Labor auszulösen und auch der Score muss nicht immer die physiologi-
schen Gegebenheiten der Maus, d.h. das Überleben 1:1 widerspiegeln. Neben den gerade präsentier-
ten Ergebnissen und Einwänden werden noch weitere Kritikpunkte in diesem Kapitel diskutiert. 
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4.1.1. Methoden im Mausmodell 
 
Zunächst handelt es sich bei dem Modell um ein Sepsismodell bei der Maus. Diese hat andere physio-
logische Gegebenheiten als der Mensch. Das Herz ist kleiner, die Herzfrequenz ist um ein vielfaches 
höher und die Inflammationsreaktion kann schwächer ausfallen. Ein Schwein käme der Herzanatomie 
und Physiologie der Menschen näher. Dennoch bietet die Spezies Maus viele Vorteile. Mäuse sind 
leicht in der Handhabung, klein und ohne großen Aufwand zu halten. Man kann relativ schnell hohe 
Fallzahlen erreichen und die Sepsis schneller induzieren. Die benötigte Beobachtungszeitspanne ist 
kürzer, denn die Sepsis endet auch schneller als beim Menschen. In unserer Versuchsreihe ist das IL-6 
als Bestätigung verwendet worden, dass überhaupt eine Sepsis stattgefunden hat. Die Spiegel wer-
den nicht für fundiertere Aussagen verwendet.  Des Weiteren wird die LPS-Gabe von einigen Autoren 
eher als Endotoxinämie und nicht als „echte“ Sepsis bezeichnet. Es folgt eine Skizierrung der ver-
schiedenen Möglichkeiten eine Sepsis im Labor auszulösen.  
4.1.1.1. Vor und Nachteile anderer Labormethoden in der Pathogenese einer Laborsepsis  
Es ist offensichtlich, dass jede Sepsis aufgrund der höhe der Bakteriämie, der Virulenz und der Gene-
tik des Patienten und aller anderen Umweltfaktoren unterschiedlich ist. Es ist genauso offensichtlich, 
dass sehr gefährliche wie z.B. Meningokokken nicht ohne weiteres für die Sepsisforschung verwendet 
werden können. Die Forschung braucht daher einen Kompromiss um ein Modell zu kreieren, das auf 
der einen Seite leicht durchführbar und reproduzierbar ist, eine passende Annäherung an das Krank-
heitsbild gewährleistet und das forschende Personal nicht übermäßig gefährdet. In diesem Kontext 
haben mehrere Sepsismodelle Einzug in das Labor gefunden, von denen sich vor allem das LPS und 
das CLP-Modell durchgesetzt haben.  
Bei der CLP (caecal ligation and puncture) wird durch eine kleine Operation in Narkose die Appendix 
der Maus aufgesucht, abgeschnürt und mit einer Kanüle punktiert. Dies führt zu einer sehr starken 
Peritonitis durch Darminhalt. Vorteilhaft ist dabei, dass echte Bakterien sich in der Darmwand befin-
den und die Entzündung unterhalten. Die stärkste Ausprägung der Erkrankung gipfelt bei diesem 
Modell relativ spät, da erst genug Darminhalt in das Peritoneum fließen muss. Es entspricht aber 
beim Menschen dem physiologischen Modell einer unbehandelten (Messer-) Stichverletzung ohne 
Gefäßbeteiligung. Nachteile an diesem Modell sind die Operation mit Narkose, die kardiodepressiv 
ist und vor allem die Operation selbst, bei der nicht immer am selben Ort bei selber Darmfüllung und 
selben Darminhalt stattfindet. Außerdem wird die Peritonitis nicht wieder versorgt, sondern die 
Punktionslöcher bleiben offen. Die CLP ist leicht durchführbar und bietet eine gute Annäherung an 
das Krankheitsbild. Dennoch ist das Krankheitsbild selbst bei erfahrenen Operateuren meist sehr 
unterschiedlich ausgeprägt und verschlechtert sich kontinuierlich. Die Maxime „ubi pus ibi evaqua“, 
die als Fokussanierung in jedem Therapiekonzept vertreten ist, findet hier keine Beachtung, sodass 
potentiell wirksame Therapeutika im kontinuierlich steigenden Zytokinsturm oder aufgrund der ope-
rativen Variabilität untergehen können. 
 Wenig verwendete Modelle sind die CASP (Colon ascendens stent peritonitis) und die Fäkalinjektion 
(FI). Das CASP Modell ähnelt als chirurgisches Verfahren mit Narkose der CLP, hier wird eine Passage 
zwischen Colon ascendens und Peritoneum durch einen Stent kreiert. Dieses Modell hat den Nachteil 
nach 48 Stunden eine Mortalität nahe 100% zu haben. Auch in diesem Modell findet die Fokussanie-
rung nicht statt. 
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Bei der FI wird ein in Fibrin ummantelter Pellet injiziert, der eine Mischung grampositiver und gram-
negativer Keime enthält. So wird eine Sepsis ausgelöst. 
Die Injektion von LPS hat Vor- und Nachteile gegenüber den gerade genannten Methoden. Der größ-
te Nachteil ist, dass keine Bakterien injiziert werden, sondern nur ihre Antigene vor allem gramnega-
tiver Bakterien verwendet werden. Zum einen muss aufgrund der stereotypischen Antwort des Or-
ganismus auf Entzündung nicht immer eine gemischte Sepsis vorliegen, damit sie analysiert werden 
kann. Zum anderen bieten auch die anderen Methoden keine Möglichkeit zur Analyse einer durch 
andere Mikroorganismen ausgelösten Sepsis.  
Die LPS-Methode bietet auch einige Vorteile. Sie kann helfen das komplexe Gesamtbild einer Sepsis 
durch gezielte Analyse der „isolierten Endotoxinämie“ zu verstehen. Bei dieser Methode kann ge-
wichtsadaptiert immer dieselbe Dosis appliziert werden. Sie ist die einzige Methode, bei der eine 
„Fokussanierung“ von alleine stattfindet, da im Peritoneum keine Bakterien mehr proliferieren. Die 
Belastung nimmt mit der Zeit ab, sodass man beobachten kann ob therapeutische Maßnahmen grei-
fen können. Während bei den anderen Modellen der Schock später beginnt und protrahiert ist, be-
ginnt im LPS Modell die Schocksymptomatik früher, es werden höhere Zytokinspiegel erreicht. Sie 
erlaubt daher höhere Schlagzahlen in kürzeren Abständen.143 
Im Bezug auf diese Arbeit wäre eine andere aggressivere Methode wie z.B. die CLP oder vor allem die 
CASP, bei der alle Mäuse binnen 48 Stunden versterben, nicht aussagekräftig gewesen, da die erläu-
terten Methoden von anderer Arbeitsgruppen außerhalb von Deutschland und damit ohne Beach-
tung des hierzulande geltenden Tierschutzgesetztes durchgeführt worden sind. Aufgrund des protek-
tiven Scorings wäre bei einer Durchführung einer solchen CASP hierzulande sogar mit noch kürzeren 
Überlebenszeiten zu rechnen. 
Die Sepsis ist eine Erkrankung, die bei adäquater intensivmedizinischer Betreuung einen längeren 
Krankheitsverlauf zeigt, als diese Modelle suggerieren. Die Ergänzung der Therapiesäulen dieser Er-
krankung benötigt eine Substanz, die langfristig das Immunsystem und das Herzkreislaufsystem be-
einflusst. Es gestaltet sich schwer einen solchen Wirkstoff in einem Modell zu validieren, bei dem die 
Mäuse tot sind, bevor das Wirkmaximum erreicht ist. Die Operationen sind so ausgelegt, dass die 
Peritonitis irreversibel und progredient ist. Die Reaktion des Organismus auf diesen Zustand ist daher 
viel stärker, als die in einer normalen Sepsis. Bei Modellen wie der CASP neigen Untersucher dazu 
aufgrund der stark reduzierten Lebenserwartung Unterschiede in Versuchsgruppen zu unterschätzen. 
Ein Beleg für die Schwere der Sepsis und die komplizierte Reproduzierbarkeit bieten Singleton et al. 
Er bestätigt im Jahre 2003, dass die Reaktion bei der CLP-induzierten Sepsis viel stärker ist und die 
Inflammationsparameter mit der Länge des abgebundenen Zäkumabschnitt zunimmt.73 Kleine Unter-
schiede in der Operationstechnik haben daher große Auswirkungen auf die Ergebnisse. 
  4.1.1.2. Objektivität des Scores 
Der Score ist ein zentrales Element in der Durchführung dieser Versuche. Er stellt die Grundlage für 
das Beenden der Mäuse und hat damit einen großen Einfluss auf die Überlebenskurve. Der Ge-
wichtsverlust ist als Intervallskala ein objektiver Parameter. Die Verhaltensänderung dagegen folgt 
zwar auch objektivierbaren Kriterien, unterliegt aber dennoch einer gewissen Subjektivität des Un-
tersuchers.  
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Die Verhaltenspunkte werden durch die Beobachtung der Mäuse im Käfig vergeben (läuft nor-
mal/eingeschränktes Putzverhalten/apathische Maus). Auch diese Punktevergabe folgt also einem 
System. Ein Einwand ist allerdings, dass beim Menschen trotz Schmerzen und Stresses alle Therapie-
optionen ausgeschöpft werden, wogegen in diesem Modell der Versuch je nachdem beendet wird 
„wie krank sich die Maus fühlt“. Dadurch würden die Überlebenszahlen reduziert. Tatsächlich liegt 
die applizierte Dosis von 20 mg/kgKG nur leicht unter der LD50. Das bedeutet, dass ohne das Tier-
schutzgesetz, wahrscheinlich 50% der Kontrollmäuse im Verlauf des Versuches sterben würden und 
nicht alle. Möglicherweise würden auch mehr behandelte Mäuse überleben. 
4.1.1.3 Sensitivität des Scores 
Diese Methode zum Erfassen des Gesundheitszustandes der Maus lässt sich trotz gewisser Schwä-
chen dennoch durch einen t-Test innerhalb der Kontrollgruppen zu verschiedenen Zeitpunkten vali-
dieren. Vergleicht man die Score Werte zu den Zeitpunkten 12, 24 und 36 h untereinander oder mit 
dem Ausgangswerten, ist der Unterschied signifikant und damit die Sepsis und der Krankheitszustand 
progredient. Der Schmerz ist ein seltener erhobener Parameter, der durch den Versuchsaufbau zu-
sätzlich beeinflusst wird. Den Mäusen wird zu jedem Zeitpunkt Buprenorphin (Temgesic®) verab-
reicht, was ein langwirksamer Partialagonist am Opioidrezeptor darstellt. Dies wird im Sinne der 
Schmerzprävention durchgeführt. Dennoch können Mäuse ziemlich selten durch die Sepsis 
Schmerzsymptome entwickeln, die dann ebenfalls nach Schwere mit 5 bis 20 Punkten bewertet wer-
den können. Aszites und Dyspnoe treten bei der Sepsis ebenfalls auf. Allerdings sind dies eher Spät-
manifestationen der Sepsis und die meisten Mäuse erreichen einen Score von 20 oder mehr bevor 
Aszites und Dyspnoe physiologisch wirksam werden. 
4.1.1.4. Beeinflussung der anderen Ergebnisse durch den Score 
Durch den Score findet ein Censoring der Mäuse statt. Da tote Mäuse ab dem Zeitpunkt ihres Able-
bens nicht mehr in spätere Erhebungen von Blutdruck oder Score berücksichtigt werden, bleiben vor 
allem in der Kontrollgruppe nur noch die Mäuse übrig, die „gesünder“ sind. Diese werden dann zum 
Teil mit den gesünderen aber auch den kränkeren (durch die Therapie noch nicht verstorbenen) 
Mäuse der behandelten Gruppe verglichen. Da die Therapie die Überlebenszeit von kränkeren Mäu-
sen verlängert, senken diese die Durchschnittswerte (wie z.B. den Blutdruck). Wenn man die Werte 
der Überlebenden der Kontrollgruppe (,die die gesünderen ihrer Gruppe sind) nur mit den besten 
Werten der behandelten Mäuse vergleicht, kann man den Unterschied zwischen beiden Gruppen 
wahrscheinlich vergrößern. Beispielsweise sind nach 36 Stunden nur 2 Kontrollmäuse am Leben und 
der durchschnittliche Blutdruck beträgt 59 ± 13,4 mmHg. Bei der SPH-Gruppe liegt der Wert bei 62,1 
± 9,8 mmHg. Die zwei Besten der SPH-Gruppe haben aber einen Durchschnittblutdruck von 87,8 ± 3,4 
mmHg. Errechnet man den dazugehörigen p-Wert mir einem t-Test, sinkt dieser von 0,87 auf 0,28 
mit 2 Mäusen in jeder Gruppe.  Diese Umstände zeigen, dass man mit dem Score aus Tierschutzgrün-
den die Wirkung der Substanz unterschätzt. (Auf diesen Effekt wird im Kapitel 4.2.4 eingegangen.) 
Ebenfalls lassen sich mit der Scoringmethode Veränderungen schwer erklären, die nach der Sepsis 
auftreten. Nach der Sepsis reagieren überlebende Mäuse mit einer Gewichtszunahme, die das Aus-
gangsgewicht übertifft. Interessant wären hier weitere Kontrollen gewesen, um zu wissen, ob es sich 
dabei um eine vorrübergehende Veränderung als eine Reaktion auf den septischen Zustand oder   
um eine bisher unbekannte Nebenwirkung des S1P handelt. An diesem Zeitpunkt sind aber keine 
Kontrollmäuse mehr am Leben.  
99 
 
4.2. Methoden und Ergebnisse 
 
Das für die Gasnarkose verwendete Isofluran hat den Vorteil, dass es weniger kardiodepressiv als 
Injektionsnarkotika wirkt, dabei dennoch einen Stresstest darstellt. Um eine Gasnarkose mit Neutrali-
tät auf das Herz-Kreislaufsystem durchzuführen hätte Sevofluran verwendet werden können. Die 
Fragestellung war aber die kardiale Kapazität nach 12 Stunden zwischen Kontrollen und behandelten 
Tieren zu vergleichen. Zu diesem Zweck war es notwendig den bereits insuffizienten Kreislauf noch 
zusätzlich zu dekompensieren.   
Die Echokardiographie offenbart eine globale Herzfunktionseinschränkung während der Sepsis. So-
wohl Inotropie als auch Herzzeitvolumen nehmen auf die Dauer deutlich ab. Nach Erschöpfung der 
kompensatorischen Mechanismen, wie die Steigerung von Herzfrequenz, Atemfrequenz und die 
Zentralisierung des Blutkreislaufssytems, ist es den Tieren nicht mehr möglich dem abfallenden Blut-
druck entgegenzuwirken. Sie fallen in den septischen Schock. Mit Hilfe des auf dem Sonographietisch 
liegenden EKG, wurde die bereits beschriebene positiv chronotrope Wirkung des S1P erneut nach-
gewiesen. Durch die etwas längere Halbwertszeit als zum Beispiel Adrenalin scheint das SPH/S1P- 
System eher wie ein tachykarder Schrittmacher zu funktionnieren. Der Puls wird dadurch dauerhaft 
auf leicht tachykarde Werte gehalten und das Herzzeitvolumen verbessert. Der Schockzustand wird 
verzögert. Die in dieser Versuchsreihe gemessene Inotropiesteigerung ist höchstwahrscheinlich nicht 
stark genug ausgeprägt, um die verschiedenen Überlebenswahrscheinlichkeiten zu erklären. 
Sugiyama et al. analysiert72 im Jahre 2000 die Wirkungen von S1P auf die Herzphysiologie. Er be-
schreibt dabei eine Sinustachykardie, die die höhere Herzfrequenz und damit zum Großteil den bes-
seren MAP erklärt. Diese Sinustachykardie scheint den Herzmuskel allerdings nicht zu ermüden, da 
die behandelten Mäuse ein vitaleres Verhalten zeigen. Sugiyama beschreibt aber auch, dass S1P eine 
minimale negativ inotrope Wirkung auf das Herz hat. Diese Wirkung war in unseren Versuchen weder 
bei septischen Mäusen noch bei gesunden Mäusen reproduzierbar, im Gegenteil schnitten sie in In-
otropiewerten leicht besser ab, ohne dass die Werte signifikant höher waren. Dies liegt am ehesten 
daran, dass die Mäuse die Vorläufersubstanz SPH erhalten.  
Die Erkenntnisse von Sugiyama et al. werden auch nicht im M-Mode bestätigt. Auch da werden Ejek-
tionsfraktion und Fractional Shortening durch die Behandlung um 10,5 bzw. 5,5 Prozentpunkte von 
40,1 ± 5,6 auf 50,7 ± 0,26 und von 19,5 ± 3,2 auf 25,0 ± 0,13 verbessert. (siehe Kapitel 3) 
Das organphysiologische Korrelat, das die Kompensationsmechanismen der Mäuse erklärt, konnte 
sowohl qualitativ als auch quantitativ durch die Permeabilitätsanalyse an den Ohrgefäßen im Rah-
men der 2-Photonen Mikroskopie und durch eine Immunhistologie der Gefäße des Herzens und des 
Muskels validiert werden. 
In der 2-Photonen Mikroskopie nimmt die Fluoreszenz als Maß der Extravasation um das 36-fache zu, 
in der behandelten Gruppe um das 11-fache. Dieser spürbare Unterschied ist über die gesamte Ver-
suchszeit festzustellen. Zu jedem Zeitpunkt ist die Kontrollkurve höher als die behandelte Gruppe. 
Die p-Werte in den jeweiligen T-Tests fangen bei 0,04 an und nehmen konsekutiv ab (410-4 nach       
4 Minuten). Somit ist die Permeabilität in der Kontrollgruppe signifikant höher als bei behandelten 
Tieren. In der Tat verläuft die Kontrollkurve viel steiler nach Oben und flacht während der Beobach-
tungszeit nicht ab. Die Kurve, die behandelte Tiere darstellt, flacht sich zwischen 2,5 und 3 Minuten 
Beobachtungszeit ab. Der hierbei gemessene Faktor stagniert für die restliche Beobachtungszeit bei 
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Werten um 11 (10,8 ± 2,6 nach 2 Minuten 45 Sekunden und 11,1 ± 2,2 nach 4 Minuten). Hier nimmt 
die extrazelluläre Permeabilität nicht wieder ab, sie steigt allerdings auch nicht mehr. Das könnte 
daran liegen, dass sich ein Gleichgewicht zwischen der Extravasation des Farbstoffes und seiner Wie-
deraufnahme einstellt. Das mikrovaskuläre System zeigt hier also noch eine Restfunktion.  
 
4.2.1. Analyse der Ergebnisse unter Berücksichtigung der Sepsis-3-
Richtilinien. 
 
Laut Sepsis 3 wird der SOFA-Score für die Schwere der Sepsis herangezogen (siehe Kapitel 1.1.7.). Für 
einen Score laut diesen Richtlinien wäre ein arterielles Blutgas für den PaO2, ein Blutbild mit Throm-
bozytenzahl Bilirubin, Kreatinin und eine Messung der Urinproduktion notwendig gewesen. Die Glas-
cow-Coma Scale wäre hier durch das Verhalten der Maus ersetzt worden und der Blutdruck wäre als 
MAP in den Score eingeflossen. Da in diesem Modell keine Vasopressoren verwendet wurden, hätte 
auch dieser Parameter verändert werden müssen. Der Aufnahme des Blutdruckes in den Score stan-
den wir kritisch gegenüber, denn mit dem jetzigen TierSchG würden die Mäuse beendet werden, 
sobald der RR einmalig 40 mmHg wäre. Dennoch ist er ein sehr valides Kriterium für das Überleben.  
 
4.2.2. Diskussion und Entwicklung des Blutdrucks 
 
In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass ein vor der Sepsis höherer Blutdruck die Überlebens-
wahrscheinlichkeit erhöht. Um nun die Frage zu beantworten, wie sich ein niedriger Blutdruck wäh-
rend der Sepsis auswirkt und damit ein vollständiges Bild des Einflusses der Variable „Blutdruck“ auf 
die Überlebenwahrscheinlichkeit zu bekommen, haben wir uns mit den Mäusen beschäftigt, bei de-
nen der Blutdruck nicht messbar war (d.h. RR< 40 mmHg). Die Fragestellung ist dabei, ob ein nicht 
messbarer Blutdruck die Mortalität dieser Mäuse erhöht. Bei beiden Gruppen wurde daher zunächst 
als einziges Kriterium beobachtet welcher Anteil der Mäuse, der über den gesamten Versuchszeit-
raum mindestens einmal keinen messbaren Blutdruck hatte, an genau diesem Zeitpunkt gestorben 
ist oder beendet wurde (ohne zwischen behandelt und unbehandelten Mäusen ohne eine Zeitangabe 
zu unterscheiden).  
Von den 50 Blutdruckmessungen innerhalb der ersten 36 Stunden des Sepsisversuch, konnte in 23 
Fällen ein Blutdruck gemessen werden. Vier von diesen Mäusen mussten beendet werden. Dies ent-
spricht 17,3%. In den restlichen 27 Messungen, in denen nicht messbare Blutdrücke festgestellt wur-
den, mussten 13 Mäuse beendet werden. Dies entspricht mit 48,1% fast dem Dreifachen. Der ange-
wandte χ²-Test zeigte ein Signifikanzniveau von p= 0,022. Das bedeutet, dass die Sterbewahrschein-
lichkeit der Mäuse signifikant erhöht ist, wenn die Bedingung „MAP <40 mmHg“ erfüllt ist. 
Die Wahrscheinlichkeit einer septischen Maus zu versterben, wenn ein MAP von 40 mmHg oder we-
niger gemessen wurde, ist daher signifikant höher. Es spielt dabei keine Rolle ob die Maus dabei mit 
SPH behandelt worden ist oder nicht. Dies bestätigt die bereits bekannte Annahme, dass der Blut-
druck signifikant mit dem Überleben korreliert. Besonders ausgeprägt ist dieser Effekt nach 24 Stun-
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den. Es sterben 9 von 10, das heißt 90% der Mäuse, die keinen messbaren Blutdruck haben, im Ver-
gleich zu 54,5% (6/11) der Mäuse mit messbaren Blutdruck. (Der p-Wert im χ²Test entspricht 0,072) 
Wenn man mit einem anderen χ 2-Test SPH Mäuse und Kontrollmäuse über den ganzen Versuchszeit-
raum vergleicht, offenbart er (mit einem p-Wert von 0,79), dass SPH Mäuse mit einem nicht messba-
ren MAP keine besseren Überlebenschancen haben als die Kontrollmäuse mit derselben Hämodyna-
mik. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit eines nicht messbaren Blutdruckes bei einer Messung in der 
SPH-Gruppe mit 37,5% (9/24) niedriger, als die, dass eine Kontrollmaus keinen messbaren MAP hat. 
Diese beziffert sich auf 73,1% (19/26). Das bedeutet, dass fast drei Viertel der Kontrollmäuse über die 
gesamte Versuchszeit sehr stark hypotone Werte aufweisen. Mit 60% haben über die Hälfte der SPH 
Mäuse während des Versuchs mindestens einmal keinen messbaren MAP, während 92% der Kon-
trollmäuse mindestens einmal keinen messbaren Blutdruck haben. Zwar haben auch teilweise Mäu-
se, die diesen Versuch überlebt haben, unter anderem einmal einen nicht messbaren Blutdruck auf-
gewiesen, der Stellenwert des Blutdruckes für das Überleben lässt sich allerdings nicht leugnen.  
Der Vergleich der Kontrollen mit den SPH-Mäusen ohne messbaren Blutdruck ergab ohne Berücksich-
tigung des Zeitpunktes keinen signifikanten Unterschied. Deswegen wurden die Blutdrücke an ver-
schiedenen Zeitpunkten visualisiert. Eine differenziertere Analyse durch einen χ²-Test, der die Mäuse 
ohne messbaren MAP, 12 Stunden nach Sepsisbeginn untersuchte, offenbart nach 12, 24 und 36 
Stunden jeweils keinen signifikanten Unterschied (p12=0,51 und p24=0,20 p36=0,083). Interessant 
bleibt aber der kontinuierlich sinkende p-Wert.  
Wiederholt man diesen Test, indem man die Überlebensdaten von 24 und 36 Stunden kumuliert, 
findet man einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von 0,033. Das bedeutet, dass die 
Mäuse, die früh einen starken und akuten Blutdruckabfall erfahren (innerhalb der ersten 12 Stunden) 
weniger von einer SPH- Therapie profitieren als jene bei denen er erst nach 24 oder 36 Stunden sinkt 
und der Effekt eher langfristig eine Rolle spielt. 
Es konnte also gezeigt werden, dass SPH behandelte Mäuse vor allem langfristig von der Behandlung 
profitieren, dass ihr Schock später auftritt und öfter reversibel ist. Der Einfluss des Parameters  „Blut-
druck“ auf die Überlebenskurve wird im Folgenden erläutert. 
Der MAP berechnet sich aus einem Drittel des systolischen und zwei Drittel des diastolischen Blut-
druckes, weil dies in Ruhe der jeweiligen Fraktion der Herzaktionsphasen entspricht. Bei einer Ta-
chykardie verkürzt sich die Diastole zugunsten der Systole. Dies ist bei den Ergebnissen nicht berück-
sichtigt worden.   
Nach 12 Stunden ist der MAP der SPH behandelten Mäuse signifikant höher als der der Kontrollen. 
Dieser Unterschied ist nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar. Das liegt an mehreren Gründen. 
Zum einen misst das Gerät mittlere Drücke nur ab 40 mmHg und viele Mäuse befinden sich 24 Stun-
den nach Induktion unter diesem Messwert. Dennoch fließen sie als Mäuse mit einem MAP von 40 
mmHg mit ein, was die Werte vor allem der Kontrollen nach oben korriegiert und den Mittelwert um 
40 mmHg zentriert. Die Daten verlieren dadurch an Präzision. Das erklärt die hohe Standardabwei-
chung von 33,06% in den Kontrollen. Des Weiteren fehlen zwei Mäuse in der Statistik der Kontroll-
mäuse, weil sie nach 12 Stunden gestorben sind, während in der S1P Gruppe noch alle Mäuse vertre-
ten sind. Differentialdiagnostisch ist auch eine Toleranzbildung gegen das SPH oder eine toxische 
Wirkung durch Akkumulierung nicht auszuschließen. Beschrieben wurde dies in der Literatur bisher 
nicht.  
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Möglich wäre eine verstärkte Aktivierung des S1P3, bei erhöhten S1P Spiegeln durch Akkumulation 
mit leichter endothelialer Destabilisierung. Für diese These spricht, dass S1P nicht der einzige Reiz für 
die Aktivierung des S1P1 ist, sondern auch sogenannter „shear laminar stress“ dazu führen kann95.  
 Dieser findet zu Beginn der Sepsis wahrscheinlich vermehrt statt und reduziert sich nach Abklingen 
des primären Reizes. Bei noch erhöhten S1P-Spiegeln könnte der S1P3 vermehrt aktiviert werden und 
die Genesung hinauszögern. 
Die Therapie der Mäuse unterscheidet sich in diesem Punkt von der intensivmedizinischen Therapie 
beim Menschen, da hier strikt nach Therapieschema und Gewicht der Maus eine Medikamentendosis 
gegeben wird, die beim Menschen längst an seinen Bedarf anpasst worden wäre. (z.B ggf. Steigerung 
einer etwaigen Katecholamin/Vasopressordosis). Zusätzlich besteht die humane Intensivmedizinische 
Betreuung aus mehr Geräten und Überwachung, die bei der Maus nicht durchgeführt wurden (arte-
rielle Blutgasmessung, invasiv arterielle Drücke), weil man z.B. für den Goldstandard der invasiv arte-
riellen Messung postoperativ obligatorisch lethale Kathetermessungen benötigen würde und der 
Endpunkt nicht mehr anhand des Scores weiterverfolgt werden könnte. Das gewichtsadaptierte SPH-
Spritzschema ist in diesem Kontext die beste Annäherung die möglich war.   
 Ebenfalls möglich ist ein Effekt ähnlich dem der „early goal directed therapy“. Die induzierte Si-
nustachykardie mit Steigerung des Blutdrucks und Gefäßwiderstandes zu Beginn der Sepsis und die 
Stabilisierung der Mikrozirkulation, (die sich unter anderem durch höhere Perizytenzahlen zum Zeit-
punkt t = 0 h zum Ausdruck bringt) führen zu einem verspäteten Krankheitsbeginn und einem milde-
ren Krankheitsverlauf. Vergleicht man innerhalb der PBS-Gruppe die MAP nach 12 und 24 Stunden, 
ist der MAP nach 24 Stunden signifikant höher, in der SPH-Gruppe ist dies nicht der Fall. Man kann 
also definitiv von einer Gefäßprophylaxe sprechen. 
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4.2.3. Die Remission 
 
Bei den überlebenden Mäusen stellt sich die Frage wann die Remission beim LPS-induzierten Sepsis-
modell beginnt. Schaut man sich die analysierten Parameter einzeln an, dann verbessert sich bei den 
Überlebenden nach 12 bis 24 Stunden zunächst die vaskuläre Dysfunktion. Nach 24 bis 36 Stunden 
nehmen das Endothel und die Perizyten in Herz und Muskel wieder zu und die Mäuse zeigen ein ge-
sunderes Verhalten und höhere Blutdruckwerte, bevor die Maus durch anabolen Stoffwechsel im 
weiteren Verlauf nach 36 bis 48 Stunden wieder Gewicht zunimmt.  
 
Abbildung 60: Die Angriffspunkte des SPH in der Sepsis sind die ersten drei Punkte des Teufelkreises 
 
 
4.2.4. ELISA  
 
Eventuelle Fehlerquellen bei dem ELISA sind unsauberes Arbeiten bei der Verdünnungsreihe der Kon-
trolle oder der Proben, oder eine zu lange Unterbrechung der Kühlkette. Zwar haben murines und 
menschliches IL-6 nur 41% Sequenzäquivalenz und die Spiegel sind bei den Mäusen sehr viel höher, 
aber dieser Test dient nur zum Nachweis der Sepsis. Die normale Halbwertszeit von wenigen Minu-
ten kann sich in der Sepsis erhöhen, wenn vergleichsweise viel mehr Substrat als Enzym existiert oder 
wenn der lösliche IL-6 Rezeptor hohe Blutkonzentrationen aufweist.131 Das erklärt die so hohen Wer-
te auch nach 120 Stunden. Die in Kapitel 3 abgebildete Kurve zeigt grob den Verlauf der IL-6 Spiegel. 
Die große Streuung zwischen den Werten erklärt sich durch die interindividuell unterschiedliche 
Reaktion auf Inflammation.  
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Je länger man nach Induktion der Sepsis wartet, desto schwerer wird der Nachweis. Vor allem bei 
überlebenden Mäusen muss gezeigt werden, dass sie tatsächlich eine Sepsis hatten. Allerdings ist ein 
Überlebensunterschied schwer nachzuweisen, wenn der Versuch nicht lange genug läuft. Daher wur-
de als Kompromiss der Versuch nach 120 Stunden beendet. In den ersten 72 Stunden verschwinden 
in der Regel alle Schäden der LPS-Sepsis und die restlichen Stunden dienen zur Beobachtung der Er-
holung. 
  4.2.5. Zwei Photonen Mikroskopie             
                                                                                                          
Die in der Zwei Photonen Mikroskopie gemessene Filtration ist ein Maß für die Permeabilität im Ge-
fäß. Die Filtration ist aber auch vom Blutdruck abhängig. Da im Kapitel 3 gezeigt wurde, dass der MAP 
behandelter Mäuse signifikant höher ist, bedeutet das, dass die Lumineszenzkurve die beide Grup-
pen vergleicht, den positiven Effekt des SPH unterschätzt. Dennoch ist die SPH-Gruppe signifikant 
besser. 
 
4.2.6. MACS und FDG-Aktivität 
 
Bei den Leukozyten handelt es sich um eine gemischte Population, von denen ein Teil 
immunmodulierend wirkt. Der Erklärungsansatz der MACS-Ergebnisse ist folgender: Die Gabe von 
LPS stimuliert die unkontrollierte Aktivierung von Monozyten, die ungezielt zu einer 
überschießenden Inflammationsreaktion mit konsekutiver Permeabilitätssteigerung führt. Vom im-
munologischen Standpunkt scheint SPH in den Pilotexperimenten die LPS induzierte Monozytenakti-
vität herunterzuregulieren. Dies korreliert mit der Literatur, die eine Senkung des sogenannten „oxi-
dativen Burst“ in Monozytenkulturen durch Zugabe von SPH beschreibt.149   
Die Leukozyten, die durch differenzierte und spezifischere Funktionsmechanismen unter anderem 
modulatorisch auf eine Entzündung Einfluss nehmen könnten, werden durch LPS in ihrer Funktion 
supprimiert. Obwohl auch SPH diese Aktivität halbiert, ist nicht klar ob diese Halbierung nicht 
zugunsten des antiinflammatorischen Effektes ausfällt. In diesem Sinne wären hier noch Versuche 
mit noch spezielleren Leukozytenuntergruppen notwendig gewesen. SPH wirkt allerdings 
chemotaktisch und zieht Lymphozyten an, was eine anti-inflammatorische Wirkung sehr 
wahrscheinlich macht. Am ehesten führt die Kombination von SPH und LPS zu einer (durch 
Interleukine reversiblen) Erhöhung der Leukozytenaktivität, am ehesten weil LPS zu einer erhöhten 
S1P-Produktion führt. Dies bleibt aber nur eine Hypothese.  
Die Toxizität des LPS würde sich durch die Begünstigung einer unkontrollierten unspezifischen 
monozytären Inflammation und die Unterbindung einer kontrollierten lymphozytären Reaktion des 
Körpers erklären. Diese immunologischen Angriffspunkte erhoffen wir uns vom SPH. Da nur die 
Aktivität der Immunzellen gemessen werden konnte, dabei aber nicht zwischen inhibitorische oder 
pro-inflammatorische Wirkung differenziert werden kann, bleibt es schwer diese Pilotexperimente zu 
deuten. Um die Rolle des SPH und S1P in der Immunabwehr bei der Sepsis zu klären, sind daher noch 
weitere Versuche notwendig. 
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4.3. Ansätze für zukünftige Forschung 
 
 In diesen Versuchen wurden verschiedene Angriffspunkte des S1P aufgezeigt. Die Migration von 
Zellen, die Antiapoptose, die Regulation der Gefäßbarriere, die Beeinflussung des Gefäßtonus und die 
Erhöhung der Herzfrequenz beeinflussen den Krankheitsverlauf positiv. Um diese Effekte einzeln 
genauer beschreiben zu können, werden weitere Versuche notwendig sein. Eine Zellkultur mit einem 
„Tube formation assay“ mit Endothelzellen, Perizyten, LPS und S1P, eine Messung der cDNA anti-
apoptotischer Gene, eine S1P-Gabe an isolierten Gefäßen oder an isolierten Herzen wären weitere 
Versuche, die den Stellenwert der einzelnen Komponenten näher erklären könnten. Die Permeabili-
tät könnte gezielt anhand von Tsad-Mäusen analysiert werden. Tsad-Mäuse haben eine Mutation in 
der VEGF-Signaltransduktionskaskade. Diese verhindert die physiologisch durch VEGF induzierte 
Permeabilitätserhöhung83. Der dabei in der Embryogenese überlebensnotwendige Schenkel der Ge-
fäßneubildung ist nicht beeinträchtigt. Dadurch sind die Mäuse phenotypisch gesund. Sie eignen sich 
daher sehr gut zur Analyse der Rolle der VEGF-induzierten Permeabilität in der Sepsis. Außerdem 
ermöglichen diese Mäuse die Wirkung einer Prophylaxe zu erforschen. Sowohl SPH als auch das 
Tsad-Konstrukt sind Stoffwechselwege, die vor der LPS-Injektion bereits aktiviert sind. Diese Experi-
mente könnten helfen die umstrittene „early goal directed therapy“ zu validieren, oder sie zumindest 
teilweise zu widerlegen.  
Auch eine niedrigere LPS Dosis, das heißt eine mildere Sepsis wäre ein denkbares Experiment, um 
mehr überlebende Kontrolltiere untersuchen zu können. Auch das Gegenteil, wie eine stärkere Sepsis 
in einem CLP-Modell wäre denkbar. 
Ebenfalls möglich wäre die Differentialanalyse der Wirkungen der verschiedenen S1P-Rezeptoren 
durch die S1P- Analoga FTY720-P, SEW 2871, KPR 201 VPC24191 und VPC23019, die sich in ihrer Affi-
nität für verschieden Rezeptoren unterscheiden und damit die Rezeptoren identifizieren können, die 
für den Überlebensvorteil in diesem Modell verantwortlich sind. 
4.3.1. Histologie   
 
Eine Anfertigung mikroskopischer Leber und Nierenpräparate wären auch sehr aufschlussreich gewe-
sen. Im Rahmen eines MODS spielt die Dysfunktion multipler Organe eine große Rolle. Um diese 
quantifizieren zu können, wären histologische Schnittbilder von Niere und Leber mit einer Regelfär-
bung (Zum Beispiel Hämatoxylin/Eosin) möglich gewesen. Alternativ hätte eine Schadensquantifizie-
rung durch Messung der Myeloperoxidase (MPO) (in Neutrophilen) und der Malondialdehydeaktivi-
tät (Marker für oxidativen Stress) in diesen Zellen stattfinden können.74 In der Regulation des Blut-
drucks spielen neben der Perizyten und Endothelzellen wahrscheinlich auch die glatten Muskelzellen 
eine Rolle. In diesem Sinne wurde anhand des Färbeprotokolls für Perizyten und Endothelzellen ein 
modifiziertes Protokoll für glatte Muskelzellen erstellt und in der Leber, dem Herz dem Skelettmuskel 
und der Aorta getestet. Aufgrund der kleinen Fallzahl und des Stadiums dieses Experiments konnte 
noch keine klare Aussage über den Verlust beziehungsweise die Beeinflussung eines möglichen Mus-
kelzellverlustes und seine potentiellen Auswirkungen in der Sepsis gemacht werden.  
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4.3.2. Echokardiographie als Früherkennung 
 
In unseren Versuchen wurde die Echokardiographie als Methode verwendet, die diverse Parameter 
der Herzleistung beschreibt. Denkbar wäre auch ein engmaschiges Monitoring der Mäuse, bei denen 
man eine Sepsis erwartet. Diese Fragestellung wäre von einem epidemiologischen Standpunkt in 
Hinsicht auf Früherkennungsmaßnahmen und diagnostische Test möglicherweise zielführend. Ziel 
könnte die Quantifizierung einer potentiellen septischen Hyperzirkulation und eine Früherkennungs-
klassifikation sein. Ein solcher Parameter könnte für den SOFA-Score große Bedeutung haben. Er 
berücksichtigt als kardiovaskülären Parameter nur den erniedrigten MAP, der ein Spätsymptom der 
Sepsis darstellt. 
4.3.3. qPCR 
 
Zusätzlich zum ELISA, wurden per qPCR die cDNA mehrerer in der Inflammation oder Permeabilitäts-
erhöhung wichtiger Proteine gemessen. Unter anderem wurde mit Herzgewebe die cDNA von IL-6 
gemessen. Außerdem wurden die cDNA-Spiegel von CCL2 als Entzündungsmarker, VE-Cadherin, N-
Cadherin, SPH-Kinase und S1P-Lyase gemessen. CCL2 und IL-6 sollten als Entzündungsmarker die 
erfolgte Sepsis validieren. Der gemessene Unterschied war aufgrund der zu kleinen Stichproben nicht 
signifikant. Dennoch waren die p-Werte bei dieser Stichprobengröße mit 0,09 und 0,08 sehr niedrig. 
Es wären hier größere Stichproben wünschenswert gewesen.  
Aus der qPCR für Cadherin-DNA lässt sich zuerst entnehmen, dass eine Stimulation mit LPS egal in 
welcher Gruppe zu einer erhöhten Expression von Cadherinen führt. Die cDNA von sowohl N- als 
auch VE-Cadherine verdoppeln sich bei LPS-behandelten Kontrollen. Bei S1P behandelten Tieren 
findet auch eine Erhöhung statt, diese ist aber nicht so ausgeprägt. Denkbar wäre, dass der bessere 
Gefäßstatus die Expression weniger Cadherine erfordert, da dort noch mehr adhärente Verbindun-
gen zwischen den Zellen existieren. Die prophylaktische SPH-Gabe steigert die vaskuläre Integrität.  
4.3.4. Restitutio oder Reparatio 
 
Eine für die Klinik und den durch die Sepsis hervorgerufenen finanziellen Schaden wichtige Unter-
scheidung ist die zwischen Restitutio (ad integrum) und Reparatio, das heißt, ob die überlebenden 
Mäuse nach ihrer Erholung genauso leistungsfähig sind wie vor der Sepsis. Das ist beim Menschen 
hinsichtlich sozialer und beruflicher Wiedereingliederung von enormer Bedeutung. Es wäre daher 
interessant gewesen nach mehr als 120 Stunden weiterhin Blutdruckmessungen, Echokardiographien 
und gegebenfalls die Reaktion auf einen erneuten LPS-Reiz zu untersuchen.  
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4.4 Abschließende Wertung 
4.4.1. Bedeutung außerhalb der Spezies Maus  
 
Nicht nur beim Menschen oder bei der Maus spielt das Thema Sepsis eine wichtige Rolle, vor allem 
die zuletzt stark diskutierte Kontroverse über den übermäßigen Gebrauch von Antibiotika in der 
Fleisch- und Mastindustrie vergegenwärtigen, dass bakterielle Infekte einen großen (finanziellen) 
Schaden für Mensch und Tier hervorrufen. Insbesondere beim Schwein, bei dem zum Beispiel Strep-
tokokkeninfektionen wie Streptococcus suis zu schweren Infektionen führen können, die zum Teil 
auch humanpathogen sind, wäre ein Sepsismodell, das die Grundzüge der Erkrankung beschreibt 
eine sehr aussichtsreiche Alternative zur Maus, da Schweine dem Menschen physiologisch und ana-
tomisch ähnlicher sind. Die dafür notwendigen LPS-Dosen von mindestens 2 g LPS (bei z.B. 20 
mg/kgKG und 100 kg Schweinegewicht) wären aber pro Schwein sehr teuer (im fünfstelligen Bereich) 
und ihre Verabreichung wäre problematischer zu handhaben. Damit wären hohe Fallzahlen ziemlich 
aufwendig. Daher wäre für ein Sepsismodell am Schwein eine CLP oder eine FI in ihrer Durchführung 
eleganter als das LPS Modell. Es finden auch Pilotexperimente mit kleinen untoxischen Dosen LPS am 
Menschen statt, diese sind aber nicht für die Sepsisforschung geeignet.   
 
4.4.2.  Die Genetik als Wegweiser für eine individualisierte Therapie 
der Sepsis 
 
Die Inflammationsreaktion des Körpers ist eine gleichbleibende Reaktion, die von unterschiedlichen 
Zelltypen und Mediatoren Gebrauch macht. Dennoch ist unser Immunsystem interindividuell sehr 
unterschiedlich und in der Lage zu lernen oder sich anzupassen. Impfungen führen zum Beispiel zu 
einer schnelleren und stärkeren Antwort auf einen sich wiederholenden Immunreiz. Bakterielle bzw. 
virale Infekte führen zur Selektion verschiedener Zellklone. Bestimmte Keime, die bei einigen Patien-
ten Infektionen auslösen, sind für andere genauso immunkompetente Menschen ungefähr-
lich/apathogen.  
 Selbst innerhalb derselben Bakteriengruppe können Infektionen völlig unterschiedliche Manifestati-
onen haben. Das Bakterium Salmonella enterica kann je nach Serovar „typhi“ oder paratyphi zwei 
völlig unterschiedliche Krankheitsbilder auslösen. Der Serovar paratyphi ist ein klassischer Durchfalls-
erreger. Er führt zu einer Durchfallserkrankung mit SIRS-Kriterien wie Fieber und Tachykardie. S. typhi 
hingehen zeigt ein für einen Infektionserreger unübliches, nahezu paradoxes Krankheitsbild mit 
Obstipation und der sogenannten „relativen Bradykardie“, das heißt eine Deckelung der Herzfre-
quenz bei 60 Schläge/min. Es wäre zu erwarten, dass aufgrund der erhöhten Stoffwechselaktivität die 
Herzfrequenz um 8 Schläge/min/°C Körperkerntemperatur steigt. Dennoch ist die Deckelung der 
Herzfrequenz bei der relativen Bradykardie ein bisher ungeklärtes Phänomen.  
Ebenfalls ungeklärt ist, wieso einige Patienten, die sich infiziert haben und die Keime in sich tragen 
bei voller Immunkompetenz keinerlei Krankheitszeichen zeigen aber dennoch andere Personen infi-
zieren können. Bei der Obduktion von Mary Mallon, eine aus Irland in die USA eingewanderte Köchin 
zeigte sich eine Kolonisation von Salmonellen in ihrer Gallenblase. Sie hatte zu Lebzeiten um das 20. 
108 
 
Jahrhunderts nachweislich mehrere Menschen (darunter drei mit Todesfolge) durch ihre berufliche 
Tätigkeit angesteckt.132  
Das Verständnis des Immunsystems dieser Patienten und des Einflusses verschiedener Genvarianten, 
könnte das Krankheitsverständnis der überschießenden Immunreaktion, und der Hyperzirkulation in 
der Sepsis verbessern und helfen Hochrisikopatienten im Sinne einer individualisierte Therapie zu 
betreuen. Sie könnten in näherer Zukunft dazu beitragen, die Dogmen (z.B. Kontaminati-
onInfektionSepsis) der Infektionslehre aufzubrechen.  
Das Beispiel der sogenannten „Typhoid Mary“ ist auch ein gutes Beispiel für die Uneinsichtigkeit der 
Patienten. Sie weigerte sich zu Lebzeiten Blut oder Stuhluntersuchungen durchzuführen, weil sie 
nach eigener Aussage nie an dieser Krankheit gelitten habe. So sehr solche Einzelfälle für die Medizin 
lehrreich sein können, sollte der Prävention solcher Ereignisse den größeren Stellenwert eingeräumt 
werden. Sie wird in näherer Zukunft das beste Mittel sein, die steigende Inzidenz und Mortalität der 
Blutvergiftung einzudämmen. In Hinsicht auf die noch immer sehr hohe Letalität wird die weitere 
Erforschung der Pathophysiologie der vaskulären Dysfunktion notwendig sein.         
4.4.3. Übertragung auf den Menschen 
 
Die Therapie der Sepsis beim Menschen besteht aus einer Fokussanierung mit Débridement und 
Spülung einer antibiotischen, antimykotischen, oder virustatischen Therapie und kreislaufunterstüt-
zenden Maßnahmen. Weitere Maßnahmen, die etwa Einfluss auf das Immunsystem nehmen oder 
direkt die vaskuläre oder endotheliale Dysfunktion beeinflussen, finden nur in vereinzelten Fällen 
statt.  
Diese Arbeit hat gezeigt, dass die Schwere der Sepsis durch die Beeinflussung des Gefäßstatus verrin-
gert werden kann. Es müssen jetzt neben dem SPH weitere Substanzen identifiziert werden, die in 
der Lage sind gefäßprotektiv zu wirken. 
 Dennoch lassen sich unsere Anstregungen nicht eins zu eins in die Humanmedizin übertragen. Das 
LPS- Modell bleibt ein Maussepsismodell. Es muss durch weitere Versuche an Schweinen, Primaten 
und durch eine Verlängerung der Überlebensdauer in der intensiveren CLP validiert werden. In die-
sen Modellen wäre auch mit mehr Residualschaden zu rechnen, der aufgrund der abakteriellen Ent-
zündungsreaktion hier weitesgehend ausbleibt.  
Viele im Tierversuch erfolgreiche Substanzen haben die Translation in die Humanmedizin nicht ge-
meistert. Das liegt zum einen an den Unterschieden zwischen den verschiedenen Modellen der Sep-
sis im Tierversuch und dem klinischen Krankheitsbild und wahrscheinlich auch an anatomischen und 
physiologischen Unterschieden, die uns von anderen Spezies unterscheiden. Komorbiditäten wie die 
Immunsuppression, vergangene Operationen, Mangelernährung oder fortgeschrittenes Alter werden 
nicht in solchen Modellen berücksitigt.135 Eine Translation dieses Mausmodells in die Humanmedizin 
würde z.B. ohne Anpassung an die Adipositas einziger Patienten aufgrund des Scores scheitern. 
Letztendlich sind die Hürden, die eine Substanz zu meistern hat, bevor sie am Menschen zugelassen 
wird aus Sicherheitsgründen sehr hoch, was sehr viele Wirkstoffe disqualifiziert.   
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4.4.4 S1P und die Therapie des Menschen 
 
Im Vorfeld dieser Arbeit gab es viele Hinweise darauf, dass während der Sepsis unter anderem eine 
Störung des SPH/S1P-System stattfindet, welches sehr eng reguliert ist. Es konnte im Rahmen dieser 
Arbeit erfolgreich gezeigt werden, dass das eine Behebung dieser Stoffwechselstörung durch SPH 
Gabe in der Lage ist, die durch die Sepsis hervorgerufene panvaskuläre Dysfunktion durch endothe-
liale Stabilisierung, perizytäre Rekrutierung, Optimierung des PC/EC Quotienten und Miteinbeziehung 
der glatten Muskulatur abzuschwächen.  
In Hinsicht auf eine Therapie der Sepsis ist eine Restitutio ad integrum durch alleinige SPH- Gabe 
nicht vorstellbar. Allerdings kann die Gabe der Substanz im Rahmen eines multimodalen Konzeptes 
an mehreren Wirkorten unterstützend wirken. Zunächst einmal könnte der an der „early goal direc-
ted Therapy“ von Rivers et al.26 kritisierte niedrige Volumeneffekt von kristalloiden Lösungen gestei-
gert werden. Dadurch wäre eine Blutdruckerhöhung (mit Einsparung von Vasopressoren) ohne wei-
tere kardiale Einschränkung und damit eine Abschwächung oder Verzögerung der septischen Hyper-
zirkulation möglich. Ferner könnte SPH die erste Substanz einer Gruppe von Mediatoren sein, die den 
Gefäßschaden reduzieren und eine Therapiesäule in der Sepsis darstellen. 
Es muss an dieser Stelle dennoch darauf hingewiesen werden, dass eine in der Maus beobachtete 
Veränderung im Menschen nicht unbedingt denselben Effekt hervorruft. Vor einer möglichen klini-
schen Anwendung sind daher noch weitreichende Studien zur Wirksamkeit in der bakteriellen Sepsis, 
z.B. im Rahmen einer CLP und zu systemischen (Langzeit-)Nebenwirkungen notwendig. Gerade auf-
grund der vielen Haupt- und Nebenwirkungen wären klinische Vorarbeiten mit den synthetischen 
und z.T partiellen Analoga (AUY945, SEW 2871, KPR 201, VPC24191 und VPC23019 siehe Kapitel 1) 
sinnvoll. In Zukunft könnte eine dieser Substanzen eine Rolle in der Therapie der Sepsis spielen.    
4.4.5. Ausblick: Die Sepsis und S1P 
 
Die Erstellung neuer diagnostischer Leitlinien wie der SOFA-Score und der Zusammenschluss diverser 
hauptsächlich anästhesiologischer Kliniken und Forschungsinstitute in der sogenannten „Surviving 
Sepsis Campaign“ zeigt die Bereitschaft sich der bisher unzureichend verstandenen Pathophysiologie 
dieser Erkrankung zu stellen und Meilensteine klinischer und experimenteller Forschung zu teilen. 
Diskutiert werden dort sowohl Therapieleitlinien selbst als auch das Patientenmanagement. Dieses 
muss individuell an die Schwere der Erkrankung, den Vorerkrankungen und bald eventuell an den 
Genotyp des Patienten angepasst werden. Dabei könnten SPH, S1P oder eines seiner Analoga eine 
erfolgsversprechende Prophylaxe darstellen. Die genaue Messung der S1P-Spiegel, das Verständnis 
des komplexen C1P-SPH-S1P-Rheostat, und seine Funktionen bei diversen intrazellulären Signal-
kaskaden, wie die Zellproliferation, die Zellmigration, die Angiogenese und die Autophagie133 könnten 
S1P und seine Analoga in verschiedenen Krankheitsbildern als therapeutische Option aufzeigen.134 Im 
vereinfachten Sepsismausmodell der LPS-induzierten Sepsis konnte dies erfolgreich gezeigt werden. 
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Abbildung 61: Das steigende wissenschftliche Interesse an S1P nach Pubmed 
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Abkürzungsverzeichnis 
AKI acute kidney injury 
ANF    Narkoseantagonisierung mit Atipamezol, Naloxon und Flumazenil 
ANG ½ Angiopoetin ½ 
ANP   Atriales natiuretisches Peptid 
ANZICS Australian and New Zealand Intensive Care Studies 
ARDS Acute respiratory distress syndrome 
ARISE Australian Resuscitation of Sepsis Evaluation trial 
B-Mode  Bild Mode der Sonographie 
BQ Becquerel (s-1) 
CASP Colon ascendens stent peritonitis 
CCL2  chemokine ligand 2 auch MCP1 
CLP Caecal ligation (and) puncture 
CPR C-reaktives Protein 
DAMP  Damage associated molecular patterns 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
e Euler’sche Zahl 
EC  Endothelzellen 
ECLW Extrakorporales Lungenwasser (Extracorporal lung water) 
EDD  Enddiastolischer Ventrikeldurchmesser 
EDV Enddiastloisches Volumen 
EGDT Early goal directed therapy 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ESD  Endsystolischer Ventrikeldurchmesser 
ESV  Endsystolisches Volumen 
FDG Flourdesoxyglucose 
FS  Fractional Shortening 
g  Gravitationskonstante, auf Meereshöhe 9, 81m.s-2 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
GE  Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase-messenger-Ribonukleinsäuren 
normierte Einheiten 
GILZ Glucocorticoid induced leucine zipper 
h  Stunden 
HDL  High density lipoprotein 
HF  Herzfrequenz 
HIF  Hypoxie induzierter Faktor 
HPF  High Power Field 
HZV  Herzzeitvolumen 
IFN-γ  Interferon gamma 
IL  Interleukine (z.B Interleukin 6) 
Kd Dissoziationskonstante 
Km Michaeliskonstante 
L-NAME  NG-nitro-L-arginine methyl ester 
LBP Liposaccharid bindenden Protein 
LDL Low density Lipoproteins 
LPS Lipopolysaccharide 
M-Mode Motion Mode 
MAP Mittlerer arterieller Druck 
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MCFP/MSFP Mean circulatory filling pressure/ Mean systemic filling pressure 
MCP1 monocyte chemoattractant protein 1 
MMF Narkosemischung aus Midazolam, Medetomidin, Fentanyl 
mmHg Millimeter Quecksilbersäule 
MODS Multiorganversagen (engl. Multi- organ dysfunction syndrome) 
mRNA messenger Ribonukleinsäuren 
MSE Mittlere quadratische Abweichung 
NHLBI National Heart Lung and Blood Institute 
NO (Nitric oxide) Stickstoffmonoxid 
NRZ Nationales Institut für die Surveillance von nosokomialen Erkrankungen 
OPSI Postsplenektomieinfektionssyndrom (Overwhelming Post Splenectomy Infec-
tion syndrome) 
p-Wert Signifikanzniveau eines t-Testes 
PAMP pathogen associated molecular pattern 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung (Phosphate Buffered Saline) 
PC Perizyten 
PCR Polymerasen Ketten Reaktion 
PCT Procalcitonin 
PDGF-β Platelet derived growth factor 
PIGF Placentar growth factor 
RPM Rotationen pro Minute 
RR Blutdruck nach Riva Rocci in mmHg 
S1P Sphingosin-1-Phosphat 
SAFE-Studie Saline versus Albumin Fluid Evaluation 
SHG Second Harmonic Generation Microscopy 
SIRS Systemisches Inflammatorisches Response Syndrom (Systemic inflammatory 
response syndrome) 
SMA Smooth Muscle Antigen 
(q)SOFA (quick)Sequential organ failure assessment (score) 
SPH D-Sphingosin 
t1/2 Halbwertszeit 
Tβ4 Thymosin Beta 4 
TierSchG Tierschutzgesetz 
TLR4 Toll-Like-Rezeptor 4 
TNF-α Tumor Nekrose Faktor alpha 
TRITC- Dextrane Tetramethylrhodamine isothiocyanate Dextrane (molare masse 4400g/mol) 
Tsad T-cell specific adaptor 
vCAM (CD 106) Vascular cell adhesion molecule/protein  
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VLDL Very low density lipoprotein 
vSMC Glatte Gefäßmuskelzellen (vascular smooth muscle cells) 
ZVD/CVP Zentraler Venendruck/Central venous pressure 
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Anhang 
Blutdruckmessung mit Coda (23.05.2013)  
  
Blutdruckmessgerät: CODA 2 von Kent Scientific Corporation 
Maus in Röhre so fixieren, dass der komplette Schwanz hinten rausschaut und nicht zurückgezogen 
werden kann 
Röhre mit Maus auf Wärmeplatte legen (kurze Zeit bevor die Messung beginnt wegen Temperatur-
adaption) 
Programm: Coda 6 v2.5 
Diagnostics -> Check Cuffs -> Channel 1 markieren -> Test 
Wenn % Drop < 10 -> Close (falls % Drop > 10 Cuffs auswechseln) 
Begin a new experiment -> Experiment auswählen -> OK 
Session name eingeben, Number of cycles: 10, Seconds between cycles: 1 -> OK 
Add speciments -> Maus aus Liste auswählen -> auf Rechtspfeil klicken -> Holder: was ausgewählt 
wurde -> Next 
Minimum volume value: 0 
Cuffs am Schwanz der Maus so anbringen, dass sie aneinander anschließen: O-Cuff (klein) zuerst, 
danach VPR-Cuff (groß) 
Auf Start klicken 
10 Durchläufe der Blutdruckmessung abwarten 
Ergebnisse erscheinen in Tabelle -> in Excel-Tabelle kopieren 
 
Pecam NG2 Färbung 
1. Thaw sections for 10 to 15 min at room temperature (RT), only when sections were frozen 
2. Fixate slides in Aceton 4°C for 10-15 min 
3. (optional washing in PBS 3x10min in PBS) 
4. Cycle organ sections with liquid blocker (Dako pen) Caution: Do not use pen on wet slides, 
use paper towels to remove excess PBS, but organsections should not be dry too long since 
staining resukts might worsen. In addition, do not use the Pen on tissue tag. 
5. Incubate for 30 min with blocking solution (2%BSA 0,2% Triton-x-100 in PBS) 
6. Incubate with primary antibody (anti Pecam antibody) 1:200 (in PBS) in blocking solution at 
4°C over night  
7. Wash in PBS (3x10 min) 
8. Incubate with secondary antibody 1:200 ( in antibody diluent) for 2 h at room temperature ( 
Donkey anti rat Cy3-affini pure 712-165-153 = red anti pecam AB) 
9. Wash in PBS 3x10 min 
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10. Incubate with second primary antibody 1:200 in antibody diluent at 4°C over night (Anti NG2 
chondroitin (rabbit) -20°C)  
11. Wash in PBS 3x10 min 
12. Incubate with second primary antibody 1:200 in antibody diluent for 2 h at room tempera-
ture (Alexa 488 Invitrogen Anti Rabbit IgG H+L origin goat, 982425)  
13. Wash in PBS 3x10 min 
14. Mount with Vectashield DAPI 
15. Take pictures or store at 4°C  
 
Mouse: Pecam/SMA (smooth muscle antigen) Färbung 
1. Thaw sections for 10 to 15 min at room temperature (RT), only when sections were frozen 
2. Fixate slides in Aceton 4°C for 10-15 min 
3. (optional washing in PBS 3x10min in PBS) 
4. Cycle organ sections with liquid blocker (Dako pen) Caution: Do not use pen on wet slides, 
use paper towels to remove excess PBS, but organsections should not be dry too long since 
staining resukts might worsen. In addition, do not use the Pen on tissue tag. 
5. Incubate for 30 min with blocking solution (2%BSA 0,2% Triton-x-100 in PBS) 
6. Incubate with primary antibody (anti Pecam antibody) 1:200 (in PBS) in blocking solution at 
4°C over night  
7. Wash in PBS (3x10 min) 
8. Incubate with secondary antibody 1:200 (in antibody diluent) for 2 h at room temperature 
(goat anti rat= green anti pecam AB) 
9. Wash in PBS 3x10 min 
10. Incubate with red labeled primary antibody 1:200 in antibody diluent at 4°C over night or 
room temperature for 2 h (no secondary antibody needed since it is a anti mouse-mouse an-
tibody which is fluorescent)  
11. Wash in PBS 3x10 min 
12. Mount with Vectashield DAPI 
13. Take pictures or store at 4°C  
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Protokoll für den IL-6 ELISA (Auszug R&d Systems) 
Refer to the product for complete assay procedure. 
Bring all reagents and samples to room temperature before use. It is recommended that all samples, 
standards, and controls be assayed in duplicate.  
1.   Prepare all reagents, standard dilutions, and samples as directed in the product insert. 
2.   Remove excess microplate strips from the plate frame, return them to the foil pouch 
containing the desiccant pack, and reseal. 
3.   Add 100 µL of Assay Diluent to each well.  
4.   Add 100 µL of Standard, control, or sample to each well. Cover with a plate sealer, and in-
cubate at room temperature for 2 hours.  
5.   Aspirate each well and wash, repeating the process 3 times for a total of 4 washes. 
6.   Add 200 µL of Conjugate to each well. Cover with a new plate sealer, and incubate at room 
temperature for 2 hours. 
7.   Aspirate and wash 4 times. 
8.   Add 200 µL Substrate Solution to each well. Incubate at room temperature for 20 minutes. 
PROTECT FROM LIGHT. 
9.   Add 50 µL of Stop Solution to each well. Read at 450 nm within 30 minutes. Set wavelength 
correction to 540 nm or 570 nm. 
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